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RESUMO

Devido a elevada morbidade e mortalidade associadas a canceres, novas
terapias que consigam controlar o desenvolvimento de tumores e sindromes
paraneoplasicas sdo constantemente buscadas na terapéutica oncolédgica. Um
conceito relativamente atual acerca deste tema é a chamada quimioprevencao, uma
tentativa farmacoldgica de reduzir a mortalidade em algumas neoplasias, como no
cancer colon-retal. Dentre os farmacos que despontam como possiveis
antineoplasicos e quimioprotetores estdo os antiinflamatérios nao esteroidais
inibidores seletivos da ciclooxigenase-2, como o celecoxibe.

Este estudo investigou os efeitos do celecoxibe (25 mg/kg) no tumor Walker-256
em ratos, ap6s inoculacdo de células tumorais (107 células) e 14 dias de tratamento.
Para tanto, foram avaliados o crescimento tumoral, ganho de peso corporal, taxa de
sobrevivéncia e indicadores de seu mecanismo de acao (expressao e atividade de
COX-2, envolvimento em vias de estresse oxidativo e apoptose celular).

Os resultados mostraram que o celecoxibe reduziu significativamente o
crescimento tumoral - sendo essa reducédo de aproximadamente 85% e 90% para
volume e massa tumoral, respectivamente - e aumentou o0 ganho de peso corporal em
torno de 50%. Além disso, o celecoxibe proporcionou uma maior sobrevida dos
animais tratados, em comparagao aos ratos controle, com tumor e tratados apenas
com tampao Tris pH 8,6. As acdes celulares responsaveis por esses efeitos sdo
possivelmente independentes de COX-2, pois tanto a expressao da enzima, medida
através de western blotting, quanto a sua atividade - aferida indiretamente através da
medida de Prostaglandina E,- ndo apresentaram diferencga significativa entre o grupo
tratado e controle. Possivelmente essa acao antitumoral é dependente de mecanismos
apoptéticos, avaliados através da expressao de uma proteina antiapoptética (Bcl- ) e
alterac6es observadas em microscopia eletrdnica. Também h& um possivel
envolvimento do farmaco na regulagao do equilibrio redox do organismo, fato
comprovado pela alteragéo na atividade de enzimas relacionadas ao estresse
oxidativo, como catalase e superéxido-dismutase, embora a atividade de oxidases
mitocondriais ndo tenha sido recuperada pelo celecoxibe.

Esses resultados corroboram dados da literatura, com outros tipos de neoplasia,
e confirmam os efeitos antitumorais do celecoxibe, além de contribuir na elucidacao do
possivel mecanismo por onde esse antiinflamatério atua como antitumoral.

Palavras-chave: cancer; neoplasia; Walker-256; celecoxibe.



ABSTRACT

Cancer is a disease with great morbidly and mortality, so it has always been
sought newer ways of therapy to control tumor development. A current concept about
this topic is the chemoprevention, a pharmacological tentative to decrease mortality in
some types of cancer, as colorectal tumor. Among these possible antineoplasic and
chemopreventive drugs there are the nonsteroidal anti-inflammatories COX-2 selective,
like celecoxib.

This study was conducted to investigate the celecoxib antitumoral properties
using Walker-256 cells inoculated subcutaneously (107 cell) in rats submitted to
treatment with celecoxib (25 mg/kg) for 14 days. For this purpose, tumor growth, body
weight gain and survival data were evaluated. Further mechanisms, like COX-2
expression and activity, oxidative damage and apoptosis mediators were also
investigated.

Results have demonstrated a significant decrease in tumor growth — this
reduction was about 85% and 90%, for volume and tumor weight, respectively - and
increased weight gain (around 50%). Celecoxib also provided a higher survival
incidence compared to the control group (treated with pH 8.6 Tris buffer). Cellular
effects are probably COX-2 independent, because neither enzyme expression nor its
activity (assessed indirectly by Prostaglandin E; assay) have not showed significant
difference between the control and treatment group. Probably this antitumor action is
dependent of an apoptotic way, which was evaluated by expression of an antiapoptotic
protein (Bcl- x.) and cellular changes observed by electronic microscopy. Celecoxib has
also a possible involvement with the redox homeostasis, because its treatment caused
changes in some oxidative enzymes activity, like catalase and superoxide dismutase,
despite the mitochondrial oxidases kept the same activity. These results corroborate
with scientific literature obtained with other types of cancer and confirm the celecoxib
antitumor effects, beyond contribute to find out the possible antitumoral mechanism of
this non steroidal anti-inflammatory.

Key words: cancer, neoplasia, Walker-256, celecoxib.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 01. Volume do tumor Walker-256 dos grupos controle e celecoxibe ao final do
ErAtAMENTO. ... e 26

Figura 02. Valores de massa tumoral, em gramas, dos grupos controle e celecoxibe,
A0 fiNal dO tratamMENTO. ......ueeiiiiii e —e e e e 27

Figura 03. Variacdo de peso dos grupos controle e celecoxibe durante o periodo de
tratamento, calculada pela diferenca entre o peso no primeiro e 14° dia de
experimento, descontado 0 peso final do tUMOF..........uii e, 27

Figura 04. Taxa de sobrevivéncia dos grupos controle e celecoxibe durante o periodo
de 30 dias de tratameNnTO........coui i 28

Figura 05. Expressao tecidual da enzima ciclooxigenase-2 por western blotting em
tecido tumoral, convertida em unidades arbitrarias através de densitometria, nos
grupos CoONtrole € CEIECOXIDE. ..o e 29

Figura 06. Fracas bandas de western blotting, evidenciando a baixa expressao de
COX-2 em teCidO NEPATICO.......uuiiieiiie et 29

Figura 07. Valores de prostaglandina E> (pg/mL) na urina, representada no grafico A,
e em tecido tumoral, representada no grafico B, nos grupos controle e
(071 =T 070 )| o 1= 75T 30

Figura 08. Avaliacdo da atividade sequestradora do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil) pelo CeleCOXIDE. ... 31

Figura 09. Atividade da enzima catalase hepatica no grafico (A), e tumoral no gréafico
(B), apds tratamento com o celecoxibe, comparada com os grupos controle (animais
com tumor e tratados com tampao tris) e basal (animais sem tumor tratados com
L2100 o= oI (1= TSP PPPPPRPPPR 32

Figura 10. Atividade da enzima superodxido-dismutase hepatica (A) e tumoral (B) apos
tratamento com o celecoxibe, comparada com os grupos controle (animais com tumor
e tratados com tampao tris) e basal (animais sem tumor tratados com tampao

Figura 11. Atividade enzimatica de glutationa-S-transferase (GST), em figado, apo6s
tratamento com o celecoxibe, comparada com os grupos controle (animais com tumor
e tratados com tampao tris) e basal (animais sem tumor tratados com tampao



Figura 12: Taxa de peroxidacao lipidica (LPO) em tecido hepético, representada no
gréfico (A), e tecido tumoral, representada no grafico (B), apds tratamento com o
celecoxibe, comparadas com o grupo controle (animais com tumor e tratados com
tampdo tris) e basal (animais sem tumor tratados com tampé&o

Figura 13. Atividade da enzima NADH oxidase, medida em consumo de oxigénio pelo
método polarografico, em mitocéndrias hepaticas isoladas apos 14 dias de tratamento
nos grupos A (Basal = animais higidos tratados com tampao tris), B (animais higidos
tratados com celecoxibe), C (animais com tumor tratados com tampéo tris) e D
(animais com tumor tratados com CelECOXIDE).......uuuuiiiiiiie i 34

Figura 14. Atividade da enzima Succinato oxidase, medida em consumo de oxigénio
pelo método polarografico, em mitocdndrias hepaticas isoladas apdés 14 dias de
tratamento nos grupos A (Basal = animais higidos tratados com tampao tris), B
(animais higidos tratados com celecoxibe), C (animais com tumor tratados com
tampéao tris) e D (animais com tumor tratados com celecoxibe)..........ccceuvvvvvvvirrernnnenne. 35

Figura 15. Expressdo da enzima antiapoptotica Bcl-X;, em tecido tumoral, convertida
em unidades arbitrarias através de densitometria, nos grupos controle (C) e tratado
[olo] gl et =ToTe ) d] o 1= TNl 1) PP PO PP PPPPPPRN 35

Quadro 01. Caracteristicas histopatolégicas avaliadas em cortes de figado e tumor
Walker-256 em ratos tratados com celecoxibe € Controle..........cccovviiiiiiiiiiinenieeienes 37

Figura 16. Microscopia éptica de células do tumor Walker-256, mostrando o
predominio de células epiteliais em (A), de animais do grupo Celecoxibe e destacado
na seta preta, considerado assim um carcinoma. Em (B), destaca-se a presenca de
células epiteliais (seta negra) juntamente com mesenquimais (seta vermelha), sendo
essa lamina proveniente de tumor de animal pertencente ao grupo Controle, e esse
fragmento classificado COMO CarCiNnOSSArCOMA. .........uuuuiriiereeaieiiiiiiee e e e e e e e e eeens 37

Figura 17. . Microscopia éptica de figado de ratos tratados com celecoxibe, revelando
a presenca de vacuolizacdo celular, em (A), como destacado pela seta; e tumefacéo
celular, indicada em (B) pela Seta.........uuieiii i 38

Figura 18. Microscopia eletronica de células do tumor Walker-256. A = grupo controle,
evidenciando nucleo eucromatico e heterocromatina periférica, destacada pela seta
preta. B = grupo controle, mostrando citoplasma intacto, poros nucleares (indicado
pela seta vermelha) e organelas preservadas, como o reticulo endoplasmatico
indicado pela seta azul. C = grupo celecoxibe, mostrando heterocromatizacao (seta
verde), além de ndo ser possivel identificar organelas como em B; e D=
heterocromatizacao (seta verde) e perda da arquitetura normal da célula................... 39



LISTA DE ABREVIATURAS

AINES — antiinflamatérios ndo-esteroidais
ALT — alanina aminotransferase

atm — atmosfera

CAT — catalase

COX - ciclooxigenase

DNA — &cido desoxirrubonucléico
DPPH - 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
ELISA - Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
epm — erro padrao da média

GJIC — juncbes intercelulares tipo gap
GSH — glutationa reduzida

GST - glutationa-S-transferase

H>O, — peréxido de hidrogénio

IAP — proteina inibidora de apoptose
IFN-y — interferon gama

IL — interleucina

i.p. — intra-peritoneal

LIF — fator inibitério de leucemia

LOX - lipooxigenase

LPO - lipoperoxidagao

NOS — espécies reativas de nitrogénio
OH - radical hidroxila

O2" - anion superdéxido

PAF — pdlipo adenomatoso familiar
PBS — solucao tampao de fosfato

PG - prostaglandina

PGE;— prostaglandina E>

PIN — neoplasia intraepitelial prostéatica
ptn — proteina

ROS — espécies reativas de oxigénio
rpm — rotagbes por minuto

SOD - superéxido dismutase

TNF-a — fator de necrose tumoral alfa
TPP — trifenilfosfina

v.0. — via oral

W256 — tumor Walker-256



LISTA DE SIGLAS

INCA — Instituto Nacional do Cancer

CEEA — Comité de Etica em Experimentagdo Animal

COBEA — Colégio Brasileiro em Experimenta¢éao Animal

CNPq - Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico
FDA — Food and Drug Administration

ICB — Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo



SUMARIO

1. INTRODUGAO.......ooiiieriresesseessssssssssssssssssssssessssssssasssasasssssssasasssssassssssssssnsnsssnes 01

2. REVISAO DE LITERATURA.......cocrreeeeucnaraseseesessssasesesesssessasessssasssssesensssssasenssns 03
2.1 Caracteristicas de células tumorais e a tumorigénese..........ccccvemrrrnsssnnnrnsinnns 03

2.2 Mediadores do desenvolvimento tumoral e controle celular..........c.cccoeeernnnnee 05
P22 I @ 1011 4T T0T o g oY= o T o R 10
PR 0= 1= o0 ) (] o= 10
2.5 Tumor Walker-256 €m FratosS.......ccccerrirismmerrmissssssssnsssssss s snsssss s s s s s sssss s sssssmsns s 13
3. OBUETIVOS......ccoiierieniessmssmsss s sss s ssssssssssss s ssas s sasssamssmsssasssassm s sas s sasssms sumssumssues 14
3.1 ODbjetivo Geral........cocoiiiiiiiirrirsresr s s s 14
3.2 Objetivos ESPECIfiCOS.....ccoourrirririinrisiirinss s s sssses s ses s s s s e 14
4. MATERIAL E METODOS......ccoeueueureuseseesssessessessessssssessessessessessessessasessessessesssssssessen 15
4.1 Grupos de tratamento e inoculacao do tumor Walker-256...........ccccurrvmmnrrnninnes 15
4.2 Taxa de SODIreVIVENCIA.....cccrrirmririmerrisn s sss s s e e 16
4.3 Expressao da enzima COX-2 por Western blotting............cccccecerrirnsssnsnnssssnnsennns 17
4.4 Quantificacao de prostaglandina E2...........ccccciiiiiiimmiinniinnninss e 18
4.5 Estresse oXidatiVo......cccuveemmimiieeennsssiisss s s nssss 18
4.5.1 Estudo in vitro da atividade seqlestradora de radicais livres (DPPH,)................... 18
4.5.2 CALAIASE (CAT ).ttt e e ettt e e e e e e e e a e e e e e e e e e e e e nnnenes 18
4.5.3 Superoxido-disSmutase (SOD)............ e 19

4.5.4 Glutationa-S-transferase (GST)........uuu e 20



4.5.5 Peroxidacdo pelo método do xilenol laranja (VErSG0 2)........ccccooeeeeeeeeeeiccceneenannn. 20
4.5.6 CONCENIACAOD PrOtEICA. .........cei ettt a e e e e e e e eeae e s 21

4.5.7 Isolamento de mitocéndrias em figado de rato e determinagdo da atividade

enzimatica MItOCONAIFIAL. ..............coo.eeeeeeeee et e e eaaeaeaa e 21
4.5.7.1 NADH oxidase (NADH: Oxigénio OXido-RedULase)..............cwceeeeveerererererennes 22
4.5.7.2 Succinato oxidase (Succinato: Oxigénio Oxido-Redutase)..............c.ccccvvueee... 23
4.6 APOPLOSE CEIUIAL ... 23
4.7 Analise histopatolégica hepatica e tumoral.......................ccccoviiiiniiiiinieaen. 23
4.7.1 Coloragao de hematoXilin@ € €0SING...............cuuuiicueeeiiiiiiiiie e 23
4.7.2 Microscopia eletrénica de tranSmiSSE0..............ccccuueieiiiieieeeeiiieeae e ee e 25
5. ANALISE ESTATISTICA........coimiiiimiiniinieneineeseee sttt 25
6. RESULTADOS. ...ttt et e e e et e et e e e eee e emteeemseeanneeanseeaneeeannan 26
T-DISCUSSAO.........oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ea et neneneneeens 40
8. CONCLUSOES...........cooouiiiiiiiecieise sttt 52

REFERENCIAS . .....ooooooeoeeee oo e, 53



1. INTRODUCAO

A incidéncia mundial de neoplasias vem crescendo ao longo dos anos. Em
2005, de um total de 58 milhdes de mortes ocorridas no mundo, o céncer foi
responsavel por 7,6 milhdes, o que representou 13% de todas as mortes. Os
principais tipos de cancer com maior mortalidade foram: de pulméao (1,3 milhdo); de
estdbmago (cerca de 1,0 milhao); de figado (662 mil); de célon (655 mil); e de mama
(502 mil). Estima-se que, em 2020, 0 numero de casos novos anuais seja da ordem
de 15 milhdes, sendo que cerca de 60% desses Nnovos casos Ocorrerao em paises
em desenvolvimento (INCA, 2007).

No Brasil, em 2008, assim como para 2009, sdo esperados 231.860 casos
novos, para o sexo masculino, e 234.870 para o sexo feminino. Estima-se que o
cancer de pele do tipo ndo melanoma (115 mil casos novos) sera o mais incidente
na populagédo brasileira, seguido pelos tumores de prostata (49 mil), de mama
feminina (49 mil), de pulmao (27 mil), de célon e reto (27 mil), de estbmago (22 mil)
e de colo do utero (19 mil). Os tumores mais incidentes para o sexo masculino
serdo devidos ao cancer de pele ndo melanoma (56 mil casos novos), de prostata
(49 mil), de pulméao (18 mil), de estdbmago (14 mil) e de colon e reto (12 mil). Para o
sexo feminino, destacam-se os tumores de pele ndo melanoma (59 mil casos
novos), de mama (49 mil), de colo do utero (19 mil), de célon e reto (14 mil) e de
pulmao (9 mil) (INCA, 2007).

Em Curitiba, assim como no Parana e no Brasil, as neoplasias representam o
segundo grupo de causas de morte, abaixo somente dos Obitos por doencas do
aparelho circulatério, e vem aumentando a sua participagdo na mortalidade
proporcional. Segundo dados da Secretaria de Saude de Curitiba, em 1980 as
mortes por neoplasia representavam 13,1% do total de 6bitos, e em 2005 passou a
representar 19,7%. Nesse mesmo periodo, o coeficiente de mortalidade passou de
8,8 para 11,1 por 10 mil habitantes. Ainda com relacdo a incidéncia, dados da
Secretaria de Saude da capital paranaense mostram que nos individuos do sexo
masculino o cancer de prostata é o mais freqliente nesse municipio, seguido pelas

neoplasias de pele e as de brénquios/ pulmdes. Em mulheres, o cancer de mama



figura como o principal em incidéncia e mortalidade, seguido pelo colo de utero e
pele. No entanto, um fato a ser destacado é que no perfil de incidéncia, as
neoplasias de vias biliares ndo ocupam destaque, no entanto figuram como cancer
de alta letalidade. De forma inversa, as neoplasias de pele aparecem como algumas
das mais freglentes quanto a incidéncia e morbidade hospitalar, mas néao
apresentam a mesma importancia na andalise de mortalidade, como reflexo da baixa
letalidade desse tipo de neoplasia (CURITIBA, 2007).

A incidéncia de neoplasias sofre variagdes regionais, de etnias, de ocupagao
e pela exposicao a agentes desencadeadores de cancer. Um estudo retrospectivo
feito no Brasil demonstrou que ha maior taxa de mortalidade estandardizada por
tumor cervical, prostatico e cerebral em descendentes japoneses nascidos no Brasil
do que naqueles nascidos no Japao (IWASAKI et al., 2004). Um levantamento
regional, feito em Salvador (Bahia), evidenciou que individuos expostos ao virus da
hepatite B tém maior probabilidade de desenvolver carcinoma hepatocelular
(COTRIM et al., 1992). Do mesmo modo, pessoas residentes em Belém (Pard),
onde se concentra grande numero de madeireiras, sdo constantemente expostos ao
pd da madeira, o que elevou a incidéncia de neoplasmas na cavidade oral, faringe e
estdbmago no periodo de 1991 a 1999, em comparagao a outras capitais (BAHIA et
al., 2005). Um outro levantamento de cancer dentre os militares da Marinha no Rio
de Janeiro, no periodo compreendido entre 1991 e 1995, determinou que a
mortalidade dos militares diferiu da populacao geral, devido a associacao a fatores
ocupacionais (SILVA, SANTANA e LOOMIS, 2000), sendo a mesma conclusao
observada em trabalhadores rurais expostos a pesticidas no Rio de Janeiro
(MEYER et al., 2003).

Frente a alta incidéncia, novas terapias contra cancer sdo buscadas
constantemente. Assim, se propbs este estudo experimental com o tumor Walker-
256 e o celecoxibe, farmaco inicialmente usado com finalidade analgésica e
antiinflamatéria. Evidéncias cientificas tém mostrado, no entanto, a potencialidade
do celecoxibe como antineoplasico em tumores prostaticos (GUPTA et al., 2004),
pancreaticos (FERRARI et al, 2005) e metastases hepaticas de tumores



pancreaticos (WENGER et al., 2002), além de cancer colon-retal (PENG, ZHANG &
XIAO, 2004). Os mecanismos deste efeito, a toxicidade e a posologia ainda nao
estdo completamente definidos para as diferentes neoplasias. Ha, inclusive,
mecanismos propostos de inibicdo tumoral tanto dependentes quanto
independentes da ciclooxigenase (AMIR & AGARWAL, 2005).

Deste modo, esclarecimentos acerca dos efeitos celulares do celecoxibe em
neoplasias assumem importancia frente a real potencialidade desta droga como um
novo farmaco antineoplésico, uma vez que novas terapias sao necessérias diante
da alta incidéncia de neoplasias e da morbidade e mortalidade inerentes a elas.

Este estudo é parte integrante de um projeto mais amplo, financiado pelo
CNPq (Edital 054/2005), com o intuito de avaliar os efeitos metabdlicos, hepéticos e
antitumorais do celecoxibe, frente a um modelo de neoplasia, o Tumor Walker-256.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas de células tumorais e a tumorigénese

Tumores sao reconhecidos pelo fato de que suas células apresentam
crescimento anormal, de forma que células tumorais diferem das normais por nao
responderem adequadamente aos mecanismos naturais de controle do
crescimento. Canceres sdao tumores malignos com capacidade especifica para
invadir e destruir o local da invasao. As células do tumor requerem nutrientes que
sao supridos através da corrente sanguinea em tecidos normais. Algumas células
do tumor produzem uma série de proteinas que estimulam a proliferacdo de vasos
sanguineos que irrigam o tumor - angiogénese. Os novos vasos, no entanto, néo
sao bem formados e sao facilmente danificados, de modo que as células do tumor
podem penetrar nestes vasos e atingir também vasos linfaticos. Fragmentos do
tumor podem ser carreados através desses vasos a linfonodos locais ou a 6rgaos
distantes onde podem produzir tumores secundarios, as metastases (FRANKS,
1999).



O inicio do processo do céancer é estudado principalmente em células
tumorais de origem epidérmica, sendo os tumores conhecidos como carcinomas, e
seu processo de origem chamado carcinogénese. A carcinogénse caracteriza-se
por um processo multiplo, no qual um acumulo de eventos genéticos em uma
linhagem celular leva a uma aparéncia celular progressivamente displasica, com
desregulacao no crescimento celular e, finalmente, ao carcinoma. Os carcinomas
sao também mais freqlientes que os sarcomas (TSAO, KIM & HONG, 2004; ALBINI
& SPORN, 2007).

A carcinogénese, simplificadamente, é dividida em trés estagios: iniciagao,
promogao e progressao. A iniciagcdo envolve ligacao e dano direto ao DNA através
dos carcinégenos, sendo rapida e irreversivel. A promogao envolve mecanismos
epigenéticos e leva a pré-malignidade, sendo também um processo irreversivel. A
progressdo ocorre devido a mecanismos genéticos e é o periodo entre pré-
malignidade e céancer, sendo também geralmente irreversivel. Com raras excecgoes,
0s estagios de promogao e progressao aparecem até décadas apds a iniciagao
(TSAO, KIM & HONG, 2004).

Outro mecanismo descrito nesse processo refere-se a um equilibrio entre
proliferacdo e morte celular. Se o dano ao DNA é muito grave, existe um processo
importante que elimina células alteradas: a apoptose. Células tumorais, no entanto,
parecem estar protegidas contra mecanismos de apoptose e/ ou necrose celular
(GIGLIO, 2001; VALKO et al., 2006).

Em conjunto com esses mecanismos, as comunicagdes intercelulares de
juncdo gap (GJIC), foram propostas por desempenhar papel importante na
regulacao do controle do crescimento celular, diferenciacao e apoptose de células
progenitoras. Resultados de biologia molecular mostraram que existem genes que
quando ativados (oncogenes) ou desativados (genes de supressao tumoral)
contribuem para a expansao clonal de uma célula-tronco. Muitos experimentos tém
mostrado que células tumorais que ativaram oncogenes possuem juncdes gap

disfuncionais. Isto evidencia o fato de que oncogenes ativados e jungdes gap estao



funcionalmente ligados, através de vias de sinalizagdo afetadas por esses
oncogenes (VALKO et al., 2006).

Por fim, dados recentes indicam que a carcinogénese e a angiogénese
tumoral resultam nao apenas da interacdo de células tumorais com células
endoteliais de origem vascular ou linfatica, mas que células do estroma, vizinhas as
anteriormente citadas, assim como células inflamatérias, desempenham um papel
crucial ao direcionar a formagdo de vasos sanguineos que nutrem um tumor em
desenvolvimento. Deste modo, deve-se considerar de fundamental importancia o
papel das células mesenquimais e do sistema imune na angiogénese e na
carcinogénese (ALBINI & SPORN, 2007).

2.2 Mediadores do desenvolvimento tumoral e controle celular

Varios fatores tém sido postulados como mediadores da caquexia do cancer,
como as citocinas, da qual fazem parte o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), a
interleucina-6 (IL-6), o interferon gama (IFN -y) e o fator inibitério de leucemia (LIF)
(LANGSTEIN & NORTON, 1991; TISDALE, 1993; KOREKANE et al.., 2003). Os
principais sintomas relatados por pacientes com cancer, que incluem fadiga,
anorexia, perda de apetite e nauseas, podem ser relacionados ao estresse oxidativo
e a uma grande producao de citocinas seletivas, como as supracitadas
(MANTOVANI et al., 2002).

Existem também relatos de altas concentracbes de PGs e aumento
substancial na inducdo da enzima ciclooxigenase-2 (COX-2) em varios tecidos
tumorais animal e humano, incluindo o cancer de mama, préstata, pulmao, es6fago,
bexiga, estdbmago e célon-reto (TAKETO, 1998b; MASFERRER et al., 2000). Essa
enzima tem um importante papel na neoplasia, € seu aumento parece estar
relacionado com o desenvolvimento do céancer pela hiperproliferacao celular,
transformacdo no crescimento tumoral, inibicdo da apoptose, estimulagdo da
neovascularizagdo, alteracdo da adesdo celular, aumento do potencial invasivo e
de metastases (GASPARINI et al., 2003; GROSH et al, 2006). Em geral, a

expressao da COX-2 é alta em tumores moderados e bastante diferenciados e em



metastases. Uma significativa relagéo entre a superexpressdo da COX-2 e reducao
de sobrevida pacientes com cancer de célon, mama, estdmago e pulmao tem sido
relatada. (GASPARINI et al, 2003; THUN, HENLEY & PATRONO, 2002).

A COX-2 é regulada em muitas células tumorais humanas, e as propriedades
antitumorais de drogas antiinflamatérias nao esteroidais foram demonstradas por
este mecanismo, através de estudos epidemiolégicos e em alguns modelos
experimentais. Um dos mais importantes metabdlitos da atividade da COX-2 é a
Prostaglandina E, (PGE,), que é produzida em grande quantidade em alguns
tumores, e que pode induzir a producao de fatores angiogénicos em muitos tipos
celulares (CIANCHI et al., 2004).

Ainda, o estresse oxidativo € um fendmeno que ocorre quando ha um
aumento liquido dos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS), afetando
negativamente o balango producédo / destruicdo. O envolvimento de espécies
reativas de oxigénio e também espécies reativas de nitrogénio tem sido investigado
nos mecanismos patogenéticos da carcinogénese (LEV et al, 2003). Muitos
mecanismos podem levar ao estresse oxidativo no paciente com cancer. O primeiro
€ 0 metabolismo energético alterado, que pode ser caracterizado por sintomas
como anorexia/caquexia, nauseas e vomito, que impedem uma nutricdo normal e
assim suprimento normal de nutrientes como glicose, proteinas, e vitaminas,
levando eventualmente a acumulo de radicais livres (ROS). O segundo mecanismo
€ a ativacao crénica nao-especifica de citocinas pré-inflamatérias, que por sua vez
podem aumentar a producao de ROS. Um terceiro mecanismo pode ser resultado
do uso de drogas anti-neoplasicas, pois muitas delas, particularmente agentes
alquilantes e cisplatina, sao capazes de produzir ROS em excesso e assim levar ao
estresse oxidativo (MANTOVANI, 2004).

A geracéao de radicais livres in vivo € um fenébmeno constante que ocorre no
metabolismo fisioldgico ou por alteragdes patoldgicas. O oxigénio (O2) tem um papel
duplo nas células, ele é essencial para os organismos aerdbicos, mas pode agir
como radical livre. Radicais livres podem ser definidos como moléculas ou

fragmentos moleculares contendo um ou mais pares de elétrons desemparelhados



que conferem um consideravel grau de reatividade (GATE et al., 1999). Quando
uma molécula de oxigénio captura um elétron, ela se torna um &nion superdéxido
(O29), considerado uma ROS priméria, que pode reagir com outras moléculas para
formar ROS secundarias. O perédxido de hidrogénio (H202), molécula que nao conta
com um elétron desemparelhado, € menos reativo que o superéxido, e se difunde
mais facilmente, podendo atravessar a membrana plasmatica. O radical hidroxila
(OH) pode ser produzido a partir de peréxido de hidrogénio, e essa reacdo é
catalisada pela oxidagdo de elementos como o Fe*2. O OH é a molécula oxidante
mais reativa, capaz de se ligar ao DNA, lipidios e proteinas, oxidando-os (GATE et
al.,1999; VALKO et al., 2006).

Devido aos efeitos deletérios em macromoléculas, as ROS podem induzir
alteracdes celulares que podem levar a varias doencas (GATE et al.,1999). Os
radicais de oxigénio podem atacar diretamente o DNA, ocorrendo, assim,
mutagénese e carcinogénese. O DNA alterado pode ser reparado pela DNA
glicosilase. Entretanto, se o estresse oxidativo € muito intenso, esse reparo do DNA
€ burlado. As proteinas também s&o alvos dos radicais livres, o que resulta em
alteragdes nos mecanismos de transducgdes, sistemas de transportes ou em
atividades enzimaticas (GATE et al, 1999; DEWEESE, HRUSZKEWYCZ &
MARNETT, 2001).

As células desenvolveram sistemas enzimaticos que convertem os oxidantes
em moléculas nao-téxicas, protegendo o organismo do efeito deletério do estresse
oxidativo. A enzima superéxido-dismutase (SOD) converte o anion superdoxido em
H>O, e Oy, sendo o H>O» um produto menos toxico. Essa enzima é a primeira linha
na defesa celular contra o estresse oxidativo, e trabalha juntamente com enzimas
gue removem H>O,, como a catalase e a glutationa peroxidase (GPx). A catalase é
a segunda enzima que age na “desintoxicacao celular”, pois converte H.O, em agua
(H20) e O.. A GPx converte H,O, em H>O via oxidagdo da glutationa reduzida
(GSH). A glutationa redutase permite a conversao da glutationa oxidada em GSH, o

gue € essencial para a viabilidade do GSH in vivo. O GSH € um tripeptideo que



apresenta um importante papel celular na sintese de proteinas, transporte de
aminodcidos, sintese do DNA e na desintoxicagéo celular (GATE et al, 1999).

A glutationa-S-transferase (GST) pertence a uma familia multigénica de
isoenzimas que catalisam a conjugacdo de compostos eletrofilicos a GSH. A
diversidade de compostos detoxificados pela GST é resultado do sitio de ligacao
nao especifico para substratos hidrofébicos e a existéncia de vérias isoformas da
GST, que metaboliza carcin6genos, poluentes ambientais, drogas e xenobibticos. A
GST também participa na defesa contra o estresse oxidativo por detoxificar
compostos enddgenos reativos como hidroperdxidos de DNA (CNUBBEN et al.,
2001).

Os processos degenerativos organicos sao caracterizados pelo fato de
ocorrer morte celular de maneira lenta e duradoura. Existem duas formas de morte
celular: necrose e apoptose (LEV et al., 2003). A necrose € o resultado de algum
“acidente” celular, as células necrosadas distendem-se e se rompem, provocando
resposta inflamatéria. A apoptose € um mecanismo de morte celular programada. E
caracterizada por mudangas morfolégicas que incluem: redugdo celular,
condensacao nuclear, e degradacao do DNA (LEV et al., 2003). Em oposicao a
necrose, ndao ha processos inflamatérios relacionados as células apoptoticas
(MATTSON, 2000). Como é evidenciada uma relacédo entre o grau de deplecao do
ATP resultante da apoptose e a ocorréncia de necrose, em condi¢cdes de extrema
falta de substrato energético a apoptose pode levar a um processo de necrose
celular (LEIST et al., 1997).

O processo apoptético é causado por uma cascata de eventos na qual uma
familia de cisteina-proteases, conhecidas como caspases, levam a quebra de
multiplos substratos (LEV et al., 2003; EBERHARDT & SCHULZ, 2003). A morte
apoptotica é caracterizada pela expressao de genes (a maior parte oncogenes), que
aumentam o processo apoptotico (Bax, Bcl-x) e outros que inibem a morte (por
exemplo: Bcl-2 e Bel-x)) (LEV et al., 2003). Também esta relacionada uma grande
variedade de fatores indutores de transcricdo, como c-Fos, Fos B, antigeno
relacionado a Fos, c-jun, jun B, jun D, Krox 20 e Krox 24 (OFFEN et al., 2000). A



maioria dos canceres € conhecida por expressar em grande quantidade proteinas
anti-apoptoticas, como as proteinas inibidoras de apoptose (IAP’s), a fim de
proteger as células da apoptose. A survivina € a menor proteina dessa familia, e
tem sido relatada como supressora das atividades da caspase 9 e caspase 3,
enzimas-chave na sinalizacao apoptética (FUKADA et al. 2007).

Outro fator importante nesse cenario refere-se a proteina p53. Na
proliferacao celular, essa proteina desempenha um papel crucial, checando a
integridade do DNA, e disparando mecanismos que eliminam, por exemplo, as
bases de DNA oxidadas que causam mutacdes. Quando o dano celular € muito
intenso, a proteina p53 leva a célula a morte por apoptose (VALKO et al., 2006).

Durante a fase inicial da apoptose, o sinal de morte celular ativa uma cascata
intracelular de eventos que podem envolver aumento nos niveis de oxi-radicais e
ions calcio, producéao de Par-4 e translocacao de membros da familia pré-apoptética
Bcl-2 (Bax e Bad). Certas caspases (caspase 8, por exemplo) podem atuar também
antes das mudangas mitocondriais. A fase efetiva da apoptose envolve aumento
mitocondrial nos niveis de ions calcio e oxi-radicais, formagéo de poros de transicao
de permeabilidade (PTP) na membrana mitocondrial e liberagdo de citocromo C no
citosol. O citocromo C forma um complexo com o fator de ativacdo de protease
apoptética (Apaf-1) e caspase-9. A caspase-9 ativada, por sua vez, ativa a caspase-
3, que inicia a fase de degradacao da apoptose, na qual varias caspases e outros
substratos enzimaticos sao clivados, resultando em mudancas caracteristicas na
membrana plasmatica. Finalmente, a cromatina nuclear se torna condensada e
fragmentada (MATTSON, 2000).

Um exemplo que justifica a possivel protecdo de células tumorais contra a
apoptose celular € o fato de que mais da metade dos canceres possuem defeitos na
regulacao de genes responsaveis pela expressao da proteina p53, o que aumenta
sua viabilidade e a progressdo do tumor, bem como as tornam resistentes a
quimioterapia (GIGLIO, 2001; VALKO et al., 2006).



2.3 Quimioprevencao

A quimioprevencgao foi primeiramente definida por Sporn (1976, citado por
Albini & Sporn, 2007) como o “Uso de agentes quimicos, biolégicos, naturais ou
sintéticos, com o intuito de prevenir, reverter ou suprimir a progressao carcinogénica
para cancer invasivo”.

Como estratégias e alvos para quimioprevencao, a principal e mais citada é a
lesdo pré-maligna, como, por exemplo, a lesdo intra-epitelial, definida como uma
lesdo nao invasiva com anormalidades genéticas, perda de controle celular e
algumas caracteristicas fenotipicas de cancer invasivo, sendo considerado um sinal
substancial para o desenvolvimento do cancer invasivo (O'SHAUGHNESSY, et al.,
2002). Exemplos de les@es intra-epiteliais que conferem alto risco de progressao
em humanos sdo os adenomas coélon-retais, carcinoma ductal de mama in situ,
displasia oral, neoplasia intra-epitelial prostatica de alto grau (PIN), es6fago de
Barret e nevo displasico. O risco de progressdao € mais bem estimado ao se
combinar a leséo intra-epitelial com outros fatores de risco, como o histérico familiar
e habitos predisponentes (KELLOF & SIGMAN, 2007).

Tentativas de quimioprevencao tém sido definidas em pessoas saudaveis
cujo histérico familiar de cancer é forte ou ainda individuos particularmente
suscetiveis, por outras razées. Um grupo promissor de agentes com atividade
preventiva para o cancer inclui os antiinflamatérios nao esteroidais (WANG &
DUBOQIS, 2006).

2.4 Celecoxibe

O mecanismo de acao antiinflamatério dos conhecidos antiinflamatérios nao
esteroidais (AINES) foi proposto por Vane, em 1971, onde foi demonstrada a
habilidade desses farmacos em inibir a atividade da enzima ciclooxigenase (COX),
também denominada prostaglandina H sintase. Dentro deste processo, a COX

catalisa o primeiro passo na sintese de prostandides, ao converter o &cido
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araquidénico em prostaglandina H,, substrato comum para a sintese de
prostaglandinas especificas (VAN RYNM, TRUMMLITZ & PAIRET, 2000).

Duas isoenzimas estao presentes nos mamiferos: a COX-1, que é expressa
constitutivamente, e a COX-2, que é expressa em resposta a certos estimulos pré-
inflamatérios ou mitogénicos, como citocinas, mitogenes, fatores de crescimento e
promotores de tumor. Enquanto a COX-1 esta envolvida na homeostase de varias
funcoes fisiolégicas, a COX-2 é responsavel por processos inflamatoérios (TAKETO,
1998a; GASPARINI et al., 2003). Outra isoenzima, a COX-3, tem sido pesquisada é
possivelmente uma variante do gene da COX-1, podendo ser seletivamente inibida
por farmacos analgésicos/antipiréticos como o acetaminofeno, antipirina e dipirona,
além de ser potencialmente inibida por algumas drogas antiinflamatérias nao
esteroidais (CHANDRASEKHARAN et al., 2002).

A COX-1 e a COX-2 sdao muito semelhantes, uma vez que a seqiéncia de
aminoacidos € muito proxima, levando a uma estrutura similar. Ambas sao
homodimeros. Cada mon6mero consiste de trés sitios: um dominio semelhante ao
fator de crescimento epidérmico, um dominio de ligacdo a membrana e um dominio
catalitico que contém o local de agcdo da enzima. A estrutura também revela um
canal que se estende do centro do dominio catalitico até a superficie externa da
membrana de ligacao. Essa regido que acaba por permitir que o acido araquidénico
acesse o dominio de acao, onde é convertido a prostaglandina G, e em seguida
reduzida a prostaglandina H.. Muitos antiinflamatérios competem pelo &cido
araquidénico ao se ligarem ao sitio ativo da enzima (VAN RYNM, TRUMMLITZ &
PAIRET, 2000). Dentro do canal hidrofébico da enzima, uma Unica diferenca de
aminoacidos tem sido considerada critica na seletividade de varias drogas a COX-2.
Assim, a molécula de valina, presente em COX-2 e de menor tamanho que a de
isoleucina, encontrada em COX-1, permite que inibidores maiores se liguem mais
rapidamente em COX-2 (HINZ & BRUNE, 2002).

O celecoxibe € um antiinflamatério ndo esteroidal seletivo para COX-2,
considerado um inibidor irreversivel da enzima, de agéo lenta e tempo-dependente.

E quimicamente classificado como diarilheterociclico, cuja especificidade para COX-
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2 relaciona-se, além da ocupacdo da valina na posigao 509, a uma interagdo na
regido 498 do aminoacido arginina (VAN RYNM, TRUMMLITZ & PAIRET, 2000;
HINZ & BRUNE, 2002).

As principais indicacbes para a utilizacdo dessa nova geracdo de AINES,
onde, além do celecoxibe, estdo o rofecoxibe, parecoxibe e valdecoxibe, sao
afec¢des musculo-esqueléticas, como osteoartrite e artrite reumatéide, controle de
dor pés-operatéria em cirurgias ortopédicas e dentarias, dismenorréia e dor aguda
moderada ou grave inespecifica (PFIZER, 2006 ).

Além do efeito antiinflamatorio, alguns estudos recentes revelam que a
inibicdo da formacdo de mediadores inflamatérios pode prejudicar o
desenvolvimento de tumores, e especialmente pode reduzir a perda de peso
associada a neoplasias. Davis et al. (2004) relatam que o celecoxibe rapidamente
reverteu a perda de peso em dois modelos de caquexia em murinos, o Colon 25 e
1483-HNSCC, sugerindo um possivel uso terapéutico do celecoxibe para
tratamento da caquexia associada a tumores. Wenger et al. (2002), descrevem que
a combinacao de celecoxibe com um inibidor seletivo da 5-lipooxigenase pode ser
usada para o controle de metastases hepaticas provenientes de cancer pancreatico.
Ainda, pacientes com adenocarcinoma pulmonar tratados com celecoxibe e
progesterona apresentaram melhoras nos sinais clinicos da sindrome sistémica
imune-metabdlica associada ao adenocarcinoma (CERCHIATTI et al., 2004).

O celecoxibe foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) em
dezembro de 1999 como um agente quimiopreventivo na dose de 400mg, duas
vezes ao dia. E o Unico dentre os AINES que foi aprovado como tratamento
adjuvante em pacientes com pélipo adenomatoso familiar (PAF) (GASPARINI et al.,
2003; GROSH et al., 2006). O celecoxibe é agente quimiopreventivo eficaz, pois
pode atuar nos estagios iniciais da carcinogénese (iniciacdo e pos-iniciagdo) e nos
mais tardios (promocao e progressao) (REDDY et al, 2000). Além do processo da
carcinogénese, o celecoxibe atua em tumores estabelecidos. Em geral o seu

possivel mecanismo anticarcinogénico envolve bloqueio da proliferacao celular e da
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angiogénese, inducdo da apoptose e modulacdo da resposta imune, e tais
mecanismos dependem ou ndo da inibi¢do da COX-2 (GROSH et al., 2006).

2.5 Tumor Walker-256 em ratos

O tumor Walker-256 (W256) € um carcinossarcoma de crescimento rapido, e
a sua implantacdo em ratos tem sido considerada um modelo adequado para
estudar a sindrome da caquexia e tratamentos antineoplasicos, por ser espécie-
especifica e facilmente transplantado (GUAITANI et al. 1982; MUND, 2004). Em
curto espaco de tempo apds sua implantacao verificam-se reducdo no peso do
animal, dificuldade de ingestdo adequada de alimento (anorexia), catabolismo de
proteinas, lipideos e carboidratos. Aos 14 dias apds o implante a massa tumoral
pode representar uma fragéo consideravel do peso do animal e a morte ocorre apds
este periodo (VICENTINO et al., 2002).

Esse tumor foi observado pela primeira vez em 1928, por George Walker,
nas glandulas mamarias de uma rata gestante. Em 1953 e 1954, esse tumor foi
transplantado em ratos Sherman por inoculagédo subcutdnea, sendo palpavel em
uma semana. Mais tarde, em 1967, a passagem do tumor da forma sélida para a
ascitica foi descrita por Agostino e Cliffton. Assim, as células tumorais na forma
ascitica poderiam novamente ser injetadas intraperitonealmente em outros animais
e estas mesmas células poderiam, ainda, ser injetadas em diferentes 6rgaos e
tecidos, sempre com o desenvolvimento do tumor sélido (MUND, 2004).

Duas variantes de W256 foram descritas, sendo designadas A e AR. A
variante A é mais agressiva, possui uma taxa maior de crescimento e pode induzir
efeitos sistémicos como anorexia, baixos niveis de hemoglobina e retencdo de
sbédio e agua, seguida de perda de peso e morte. A linhagem regressiva AR foi
obtida ap6s varias passagens de células tumorais W256 na cavidade intra-
peritoneal de ratos. Os mecanismos envolvidos na progressao tumoral nesse
modelo ainda ndo estdo completamente elucidados, mas um estudo sugeriu que a
agressividade da variante A esta relacionada a modulagédo por citocinas,

principalmente uma menor expressédo de INF-y, que facilita o crescimento tumoral.
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Além disso, a IL-12 parece estar expressa nas duas linhagens (PERROUD et al.,
2006).

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Estudar o crescimento tumoral e as alteragdes provocadas pelo celecoxibe
frente ao modelo de carcinoma Walker-256.

3.2 Objetivos Especificos

1. Avaliar o crescimento tumoral em ratos tratados e nao tratados com
celecoxibe e acompanhar o peso ponderal e a taxa de sobrevivéncia;

2. Investigar o envolvimento de mediadores inflamatérios, como
prostaglandinas, no decorrer do processo tumoral;

3. Avaliar a expressdo da enzima COX-2 em células tumorais e células
hepaticas em animais tratados ou ndo com o celecoxibe;

4. Investigar a natureza do estresse oxidativo e suas implicagdes no
desenvolvimento tumoral e no metabolismo hepatico, através de medidas de
peroxidagcdo lipidica e atividades enzimaticas da glutationa-S-transferase,
superéxido dismutase e catalase; bem como pela determinacdo da atividade de
complexos enzimaticos da cadeia respiratéria.

5. Avaliar a acdo do celecoxibe em vias envolvidas na apoptose celular
através da deteccao da proteina anti-apoptotica Bcl-x, e visualizagao de alteracdes
celulares por técnicas histoldgicas.

14



4. MATERIAL E METODOS

Anteriormente a realizacdo dos experimentos, todos os protocolos foram
submetidos ao Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) do Setor de
Ciéncias Bioldgicas da UFPR, para anuéncia dos métodos e concordancia segundo
0s principios éticos do uso de animais de laboratério estabelecidos pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). O projeto foi certificado com o
numero 153 deste comité.

4.1 Grupos de tratamento e inoculagao do tumor Walker-256

Ratos machos adultos, linhagem Wistar, com peso entre 200 e 300g, foram
utilizados nos experimentos. Os animais foram mantidos no biotério da UFPR ou
nas salas de manutencdo de animais no Departamento de Farmacologia, e
alimentados com ragéo balanceada e supridos com agua ad libitum.

A manutencdo das células Walker-256 foi feita através de passagens
semanais por inoculagdo intraperitoneal (IP). As células foram colhidas
assepticamente em solucao salina tamponada em pH 7,4. Apds cinco a sete dias de
crescimento na forma ascitica, o liquido colhido foi centrifugado por 10 minutos a
1200 rpm, a uma temperatura de 4°C. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado ressuspendido em 1,0 mL de tampao PBS (fosfato 16,5 mM, NaCl 137
mM, KCI 2,7 mM), e entdo se verificou a viabilidade das células tumorais pelo
método de exclusdo do azul de Tripan numa camara de Neubauer. Para 0 nosso
proposito, células presentes em quatro campos foram contadas. Fez-se a média da
contagem dos quatro campos € em seguida o célculo: numero de células / mL=
média dos quatro quadrantes x 10* x 200. Sabendo-se a quantidade de células
presentes em 1,0 mL de solugéo, calculou-se o volume necessério para inocular 10’
células por via intraperitoneal (i.p.), para a manutencdo das células. Para
implantacdo nos animais experimentais, as células do carcinoma foram injetadas
subcutaneamente (107 células por rato), no membro pélvico direito dos animais. Os
tratamentos foram iniciados um dia ap6s o implante, tendo duragdo de 14 dias. O

celecoxibe (Celebra® - Laboratoério Pfizer) foi dissolvido em tampéao Tris pH 8,6 e
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administrado por gavagem, diariamente, em doses de 25 mg/kg ao dia. Aos animais
do Grupo Controle, foi administrado apenas tampao Tris pH 8,6. Devido aos riscos
gue envolvem a manipulacao de farmacos quimioterapicos classicos, optou-se pela
nao utilizacdo de um Grupo Controle Positivo. Em alguns parametros, no entanto,
um Grupo denominado Basal foi adicionado, sendo esse composto por individuos
nao inoculados com tumor, mas tratados com tampao Tris.

Animais em tratamento tiveram seu peso diario verificado, bem como o peso
do tumor ao final do periodo de tratamento foi mensurado em balanga analitica para
avaliar a real variagdo de peso ao longo do periodo. O volume do tumor foi
calculado, através da medida dos didmetros (com régua), segundo a descrigdo de
Mizuno et al., (1999), pela férmula [V(cm®) = (4n/3.a%.(b/2)]; onde a é o menor
didametro e b é o maior diametro.

O efeito inibitério, em porcentagem, do crescimento tumoral, foi calculado
utilizando a férmula (1-T/C) x 100, onde T é o volume do tumor do grupo testado
celecoxibe e C o volume do grupo controle.

Além da observacdo e pesagem, amostras de tumor foram coletadas e
armazenadas em freezer a -70°C, para posteriores analises. Amostras de figado
também foram submetidas ao mesmo procedimento para esses propésitos.

4.2 Taxa de sobrevivéncia

Um grupo de tratamento a parte daquele previsto no item anterior foi utilizado
para avaliar a taxa de sobrevivéncia dos animais, com os objetivos de comparar a
mortalidade dos animais tratados ou ndo com o celecoxibe, verificar a viabilidade
das células de tumor Walker-256 utilizadas no experimento, assim como avaliar se
0s animais estavam respondendo de maneira homogénea ao modelo experimental.
Para tanto, a inoculagcao subcutanea e o inicio do tratamento foram realizados como
descrito anteriormente, com sete animais por grupo. Todavia, o tempo de
tratamento foi de 30 dias ao invés de 14 dias. Animais que morreram durante esse
periodo foram contabilizados. Ao final dos 30 dias, os animais que sobreviveram
sofreram eutanasia, por anestesia com tiopental seguida de decapitacao.
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4.3 Expressao da enzima COX-2 por Western blotting

Com o objetivo de verificar possiveis alteracdes na expressdao da proteina
COX-2 nos tumores e no figado, foi utilizada a técnica de western blotting, no
Departamento de Farmacologia do ICB da Universidade de Sao Paulo. Para isso,
amostras de tecido (tumor e figado) foram pesadas e homogeneizadas em tampéao
Tris-HCI 50 mM, contendo 1 mM de PMSF, um inibidor de serino-proteases
(tripsina, quimotripsina, trombina e papaina). Em seguida, as amostras foram
centrifugadas, em centrifuga Eppendorf modelo 2412 (Eppendorf, Califérnia, EUA) a
1000g por 5 minutos e os sobrenadantes utilizados para as analises de COX-2.

A concentragdo de proteinas totais nos homogenatos de tecidos foi
determinada através do método de Bradford (1976), descrito a seguir.

Para o primeiro estagio da técnica, que € a eletroforese em gel SDS-PAGE
10%, as amostras foram diluidas em tampao TRIS-HCI 50 mM, pH 7,4, na
concentracao final de 50 pg de proteina para cada 20 yL de amostra. A esta
solugao, foram acrescentadas 30 pL de tampao de amostra. Assim, essas amostras
foram aplicadas no gel de eletroforese (10 yL de cada amostra). As proteinas foram
separadas por eletroforese aplicando-se uma corrente constante de 35 mA durante
aproximadamente duas horas. Apds a eletroforese, iniciou-se a transferéncia das
amostras do gel para uma membrana de nitrocelulose. Essa membrana, juntamente
com um sistema de transferéncia, € mergulhada no tampao de transferéncia, ligado
a fonte de 150 mA, durante duas horas. ApOs esse periodo, as membranas foram
coradas com solucao de vermelho de Ponceau 2%, a fim de verificar a eficiéncia da
transferéncia, como foi realizado com as amostras de tumor.

O bloqueio dos sitios inespecificos foi feito incubando-se as membranas em
solucao de caseina 0,2% preparada em tampao TBS-t pH 7,4 (20 mM de Tris-HCI,
8% de NaCl contendo 0,1% de Tween-20) sob agitacdo constante durante uma
hora. As préximas etapas consistiram na incubacdo das membranas com os
anticorpos. O primeiro anticorpo utilizado foi o anti-COX-2 (Mice policlonal IgG —
Laboratério Santa Cruz), na diluicdo de 1000 ng/mL em TBS-t, durante 16 horas,
sob agitacado continua a 18°C. O anticorpo secundario utilizado em seguida foi o

17



anticamundongo conjugado com fosfatase alcalina na diluicdo 1:3000 em TBS-t por
duas horas. As membranas foram posteriormente lavadas com o0 mesmo tampéao e
submetidas a revelagdo das bandas imunorreativas. A captacdo dos sinais de
quimioluminescéncia foi feita num sistema Chemilmager 5500 (Alpha Innotech
Corporation, Califérnia, EUA). A partir dessas imagens, as bandas foram analisadas
por densitometria.

4.4 Quantificacao de prostaglandina E2

A determinacdo da concentracdo da prostaglandina E2 foi realizada por kit
para ELISA, seguindo-se as instrugdes do fabricante (Cayman Chemical — USA). A
amostra utilizada foi a urina, colhida através da utilizacdo de gaiolas metabdlicas
individuais durante 12 horas, e o tecido tumoral dos animais, colhido apds eutanasia
com tiopental (via i.p.) e estocados conforme instru¢des do kit.

4.5 Estresse oxidativo
4.5.1 Estudo in vitro da atividade seqlestradora de radicais livres (DPPH)

A reatividade do celecoxibe (concentracdées de 10 a 200 ug.mL™) com o
radical livre estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) foi determinada através de
medidas de alteracdo da absorbancia a 517 nm, de acordo com o método descrito
por Chen et al (1999), com algumas modificacbes. O sistema de reacdo foi
constituido de 750 pL de solugéo teste (EHS e EHSp) e 250 uyL de solucéo
metandlica de DPPH (1mg em 25 ml). Apés 5 minutos, o decréscimo da
absorbancia foi medido. A solu¢do do agente redutor, acido ascérbico (50 pg/ml), foi
utiizada como controle positivo do teste e como controle negativo foi utilizada a

agua destilada.

4.5.2 Catalase (CAT)
Para andlise bioquimica da Catalase, amostras de figado foram
homogeneizadas em tampéao fosfato pH 6,5, a uma diluicdo de 1:10, e centrifugadas
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a velocidade de 10000 g durante 10 minutos. As amostras de tecido tumoral foram
homogeneizadas com o0 mesmo tampao e na mesma diluicdo que do figado, e
centrifugadas a velocidade de 5000 g durante 5 minutos. A homogeneizagao foi
feita em gelo e a centrifugacao refrigerada a 4°C.

A atividade da catalase foi quantificada de acordo com Aebi (1984). Para
iss0, 0s sobrenadantes das amostras ja homogeneizadas foram novamente diluidos
em uma proporcéo de 1:10 (10uL de amostra em 90 uL de tampao fosfato 0,1M, pH
6,5) e, em seguida, 20 yL de amostra foram adicionadas a 980 uyL de solugao
reacao, que contém, a cada 50 mL: 2,5 mL de Tampéao Tris-EDTA (Tris 1M, EDTA
5mM), 47,35 mL de &gua miliqué e 1725 pL de H20, 30% (30mM,
aproximadamente). A reacao foi monitorizada por 60 segundos para figado e 90
segundos para o tumor, a 240 nm em espectrofotdometro Modelo Ultrospec 4300 pro
(Amersham Biosciences), utilizando cubeta de quartzo, sendo que para o calculo da

atividade o coeficiente de extingdo usado foi de 41 mmolar '.cm .

4.5.3 Superoxido-dismutase (SOD)

Para analise bioquimica da Superdxido Dismutase, amostras de figado foram
homogeneizadas em tampéao fosfato pH 6,5, a uma diluicdo de 1:10, e centrifugadas
a velocidade de 10000 g durante 10 minutos. As amostras de tecido tumoral foram
homogeneizadas com 0 mesmo tampao e na mesma diluicao que o figado, e
centrifugadas a velocidade de 5000 g durante 5 minutos. A homogeneizagéo foi
feita em gelo e a centrifugacao refrigerada a 4°C.

A atividade dessa enzima foi quantificada através da capacidade da
superéxido-dismutase presente no tecido (figado ou tumor) em inibir a auto-
oxidagdo do reagente pirogalol. Para isso, amostras homogeneizadas sao
adicionadas a solucao contendo tampao Tris HCI-EDTA (200 mM de tampao Tris
HCl e 2 mM de EDTA), em seguida agitadas em vortex e adicionadas a 100 uL de
solugdo com pirogalol 15 mM. Apéds incubagéo de 20 minutos a 25°C, a reagéo foi
parada com 50 pL de solu¢cdo de HCI a 1N, e as amostras centrifugadas por 4

minutos a 14000 rpm. A leitura foi feita em seguida em leitor de microplaca modelo
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Sunrise Remote (Tecan Deutschland GMBH) a 440 nm. A quantidade de enzima
que inibiu a reagdao em 50% (ICsp) foi definida como uma unidade de SOD, e a
atividade da enzima foi dada em unidades de SOD por miligrama de proteina total
(U SOD.mg.ptn™").

4.5.4 Glutationa-S-transferase (GST)

Para anadlise bioquimica de glutationa-S-transferase, amostras de figado
foram homogeneizadas em tampao fosfato pH 6,5, a uma diluicdo de 1:10, e
centrifugadas a velocidade de 10000 g durante 10 minutos. As amostras de tecido
tumoral foram homogeneizadas com 0 mesmo tampéo e na mesma diluigdo que no
figado, e centrifugadas em velocidade de 5000 g durante 5 minutos. A
homogeneizagéo foi feita em gelo e a centrifugacao a 4°C.

As GSTs catalisam a reagdo de conjugacdo do substrato CDNB (1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno) com a GSH (glutationa na forma reduzida), formando um tioéter que
pode ser monitorizado pelo aumento de absorbancia, segundo método de HABIG et
al. (1974). Assim, 200 uL de solucao-reacao contendo 3 mM de CDNB (diluido em
etanol PA) e 3 mM de GSH (diluida em tampéo fosfato) foram adicionados a 100 L
de sobrenadante (diluido em uma proporcao de 1:100 para o figado e 1:5 para o
tumor). Em seguida, seguiu-se a leitura em microplaca utilizando-se leitor Sunrise
Remote (Tecan Deutschland GMBH), onde se avaliou o aumento linear da

absorbancia a 340 nm, usando o coeficiente de extingao de 9,6 mmolar ".cm™.

4.5.5 Peroxidacdo pelo método do xilenol laranja (verséo 2)

A taxa de peroxidacdo lipidica foi mensurada pelo método FOX2,
aperfeicoada do método descrito por JIANG et al. (1991). Este método quantifica a
formacao de hidroper6xidos durante a peroxidacgao lipidica.

A oxidacao do ferro no ensaio do xilenol laranja versdo 2, associado com o
redutor seletivo de hidroperéxidos ftrifenilfosfina (TPP), foi empregado para
determinar hidroperéxidos totais (ROOH). O método é baseado na oxidagdo do ion

ferroso em ion férrico pelos ROOH s sob condicdes &cidas. fons férricos formam um
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complexo com o xilenol laranja, que € um indicador desses ions, gerando um
complexo azul purpura em uma absorbdncia maxima de 550-600 nm
(SODERGREN et al., 1998).

Amostras de tumor Walker-256 e figado foram homogeneizadas em metanol
PA, em uma proporcéao de 1:5 (300 miligramas de tecido para 1,5 mL de metanol)
em homogeneizador Politron — 25000 rpm.min”', centrifugadas a 5000 g por 5
minutos a 4°C. A seguir, adicionou-se 90 yL do sobrenadante a seis tubos tipo
eppendorf, sendo que trés continham 10 uL de metanol PA e trés 10 uL de TPP
10mM. Essas amostras foram homogeneizadas em vértex e incubadas por 30
minutos. Posteriormente, se adicionou as mesmas 900 uL de reativo de FOX-2,
contendo: MeOH 90%, 100 uM xilenol laranja, 25 mM de HxSO4, 4 mM de BHT e
250 uM de Fe>SO4. As amostras foram incubadas por mais 30 minutos a
temperatura ambiente e posteriormente lidas em espectrofotbmetro modelo
Ultrospec 4300 pro (560 nm). O célculo para determinagdo da quantidade de
peroxidacdo lipidica no tecido tumoral ou hepatico foi realizado utilizando-se
coeficiente de extingdo molar (4,3 x 10* M), em comparagéo com a curva-padrdo do

perdxido de hidrogénio.

4.5.6 Concentracdo Protéica

A quantificagéo de proteinas teciduais (figado ou tumor) dos itens anteriores
foi feita em microplacas, segundo Bradford (1976), utilizando soro albumina bovina
como padrdao. Quando necessario, as amostras foram diluidas, para nao extrapolar
a curva da proteina padrdao. Da amostra, foram necesséarios 10 yL em cada pogo da
microplaca, que reagiram com 250 pL de solugédo de Bradford. A leitura foi realizada
em leitor de ELISA modelo Sunrise Remote (Tecan Deutschland GMBH), a 595 nm.

4.5.7 Isolamento de mitocéndrias em figado de rato e determinacdo da atividade
enzimatica mitocondrial

Mitocondrias de figado de rato foram isoladas como descrito por Voss et.al.
(1961), com algumas modificagdes, utilizando-se como meio de extracdo: D-Manitol
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250 mmol/L, tampéo Hepes 10 mmol/L, pH 7,2, EGTA 1 mmol/L e BSA 0,19%. Para
a obtengcao das mitocéndrias, os animais foram eutanasiados por decapitacado e o
figado removido e lavado com o meio de isolamento, conservado em banho de gelo.
Depois de lavado, o érgao foi picado com tesoura e homogeneizado em van Potter-
Elvehjen. O homogeneizado obtido foi centrifugado a 3200 g a 4°C (centrifuga
Hitachi, modelo himac CR 21E), durante 5 minutos. Nesta primeira etapa de
centrifugacao, desprezou-se o sedimento, que continha restos de células intactas,
membranas e nucleos, e o sobrenadante que continha as mitocdndrias foi
centrifugado novamente a 12600 g por 10 minutos. O precipitado obtido, constituido
de mitocbndrias intactas, foi ressuspenso e lavado duas vezes em meio de extragao
por centrifugacdo a 8100 g, durante 10 minutos, a 4°C. Este procedimento foi
repetido por duas vezes. Por fim, foi obtida a suspensdo mitocondrial e obtida sua
concentracao protéica foi analisada através do método de Lowry et al. (1951),
usando albumina bovina como padrdo. A atividade das enzimas ligadas a cadeia
respiratoria foi determinada polarograficamente em oxigrafo Gilson, utilizando um
eletrodo de oxigénio tipo Clark (Yellow Springs Intruments Co.), acoplado a um
registrador, pertencentes ao Departamento de Bioquimica da UFPR. Para estas
analises, quatro grupos de animais foram utilizados: (A) Basal (com ratos higidos);
(B) Celecoxibe em ratos higidos, sem tumor; (C) Controle (com tumor, tratados com
tampao Tris apenas); e (D) Celecoxibe com tumor.

4.5.7.1 NADH oxidase (NADH: Oxigénio Oxido-Redutase)

A atividade da NADH oxidase foi determinada pelo método polarografico de
Singer (1974). O sistema de reacdo era composto por tampao fosfato 80 mmol/L
(pH 7,4), EDTA 50 mmol/L, NADH 0,17 mmol/L e 2,0 mg de proteina mitocondrial. A
reacao ocorreu em temperatura controlada de 28°C, em volume final de 1,3 mL,
sendo iniciada pela adicdo de proteina mitocondrial. A velocidade de oxidagao do
NADH, que se traduziu na velocidade de consumo de oxigénio, foi acompanhada

polarograficamente. Os resultados foram expressos em pmoles de oxigénio
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consumido/min.mg™ de proteina, considerando a solubilidade do oxigénio em agua,
a 28 °C e 1 atm, 235 ymol/L (ESTRABOOK, 1967).

4.5.7.2 Succinato oxidase (Succinato: Oxigénio Oxido-Redutase)

A atividade do complexo succinato oxidase foi determinada através do
registro polarografico do consumo de O, pelo método de Singer (1974). O sistema
de reacao foi constituido de tampao fosfato 80 mmol/L, pH 7,4, succinato de sodio
10 mmol/L e 2,0 mg de proteina mitocondrial. Os experimentos, assim como no
anterior, foram realizados em volume final de 1,3 mL. A reacéo ocorreu a 28°C e foi
iniciada pela adigdo do substrato (succinato). Os resultados sdo expressos em
umoles de oxigénio consumido/min.mg™ de proteina mitocondrial, considerando a
solubilidade do O, na agua, a 28°C e 1 atm, 235 uymol/L (ESTABROOK, 1967).

4.6 Apoptose celular

Para o experimento de imunodeteccdo aplicada a apoptose, foi utilizado
método padrdo de western blotting descrito por Sambrook et al. (1989). Amostras
de 50 ug de proteina tecidual foram aplicadas em gel de poliacrilamida-SDS a 10%.
Apos eletroforese, as proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose,
as quais reagiram com anticorpos especificos contra as proteinas Bcl-X;. A seguir,
com o apropriado anticorpo secundario conjugado com peroxidase, foi feita a
visualizagdo com sinais de quimioluminescéncia, no sistema Chemilmager 5500
(Alpha Innotech Corporation, Califérnia, EUA).

4.7 Analise histopatoldgica hepatica e tumoral
4.7.1 Coloragao de hematoxilina e eosina

Cortes transversais do lobulo direito do figado foram obtidos e fixados no
liqguido metacan, composto por 60 mL de metanol, 30 mL de cloroférmio € 10 mL de
acido acético glacial, por trés horas. Na sequéncia, o material foi submetido a
banhos consecutivos de etanol absoluto por trés vezes durante 30 minutos, e

permaneceu em repouso por 16 horas em temperatura ambiente no etanol absoluto
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contendo xilol na mesma proporcdo. Apos as 16 horas, o material sofreu
diafanizagao em xilol, trés vezes consecutivas durante 30 minutos cada. O material
foi entdao impregnado em parafina liquida por duas horas em estufa, sob
temperatura de 58°C.

Com relagao aos cortes de tumor Walker-256, amostras de areas centrais do
tumor, sem evidéncia macroscopica de necrose avangada, foram obtidas e fixadas
com Bouin, fixador composto de acido picrico (75 mL), formaldeido (25 mL) e acido
acético glacial (5 mL), onde o tecido ficou imerso por 24 horas. Apéds, foram feitos
banhos sucessivos das pecas em etanol 70%, empiricamente até que o liquido que
continha as pecas passasse de uma cor amarelada (devido ao &cido picrico) a uma
aparéncia limpida. Em seguida, banhos contendo etanol em diferentes
concentragoes — 80, 90, 95% até o etanol absoluto — foram realizados, em
intervalos de 30 minutos cada banho. Apéds, o tecido ficou em uma mistura
homogénea de etanol e xilol por 16 horas, passou por trés banhos de xilol com
duragdo de 20 minutos cada um, para seguir para a impregnacao em parafina
liquida, por trés horas, a 58°C.

Os blocos histologicos foram submetidos a microtomia, obtendo-se cortes
com 3,0 um de espessura. As laminas contendo os cortes histolégicos foram
desparafinizadas, hidratadas e coradas com hematoxilina de Harris (Merck), por 60
segundos. As laminas foram lavadas em agua corrente com agua destilada para
posterior coloragdo com eosina (Merck) durante 1 minuto, segundo Beautler et al.
(1995) e Culling et al. (1985). Apds a coloragdo, as laminas foram novamente
lavadas com agua destilada, desidratadas em solucdo crescente de etanol (70 a
100%, durante cinco minutos em cada etapa), diafanizadas primeiramente em
alcool e xilol (etapa unica de cinco minutos) e somente em xilol (duas etapas a
100%, durante cinco minutos cada). Ao final da preparagdo, as laminas foram
avaliadas em microscépio Optico, no laboratério de Patologia Veterinaria da
Universidade Federal de Santa Maria.
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4.7.2 Microscopia eletrénica de transmissdo

Apds a fixacao em liquido Karnowiski (paraformaldeido 2%, glutaraldeido
2,5% em tampéao cacodilato 0,1M pH 7.2 a 4°C), as pecas foram lavadas em
tampao cacodilato 0,1M pH 7,2 a 4°C. Em seguida, o material foi pos-fixado em
tetroxido de 6smio a 2% em tampao cacodilato 0,1M pH 7,2 durante 1 hora. A
contrastacdo em blocos foi feita com acetato de uranila 2% durante 2 horas. O
material foi desidratado em série alcodlica crescente e em seguida colocado em
acetona. A impregnacao e inclusao foram em resina Epon-812 (LUFT, 1961).

Os cortes foram obtidos em ultramicrétomo Sorval Porter Blum MT-2 com
utilizagdo de navalhas de vidro e de diamante. Os cortes ultra-finos foram entao
contrastados em solugdo aquosa de acetato de uranila 2% (WATSON, 1958) e
nitrato/acetato de chumbo (REYBOLDS, 1963). A observacdo do material foi
realizada em microscopio eletrénico de transmissao JEOL 1200EX Il do Centro de

Microscopia Eletronica da UFPR.

5. ANALISE ESTATISTICA

Para a comparacdo e analise estatistica entre os grupos controle e
tratamento foi utilizado o teste t-Student. Quando mais de dois grupos foram
comparados, como, por exemplo, ao se comparar animais com tumor tratados e néo
tratados, com animais ndo inoculados (higidos), fez-se Andlise de Variancia
(ANOVA de uma via), seguindo-se post hoc de Bonferroni. Ambos os testes
consideraram 95% (p<0,05) o nivel de significancia.

Para a taxa de sobrevivéncia, 0 método utilizado foi o Kaplan-Meier, e as
curvas de sobrevivéncia foram comparadas através do teste logrank. Este teste,
semelhante ao teste de Mentel-Haenszel quando se comparam dois grupos, gera
um valor de p que testa a hipétese nula, que por sua vez postula que as duas
curvas sao iguais. Para a confecgcao de todos os graficos, o programa utilizado foi o
Prisma (Graph Pad Prism 4).

Com relagdo a histopatologia, as andlises foram descritivas, tanto por
microscopia optica quanto eletrénica.
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6. RESULTADOS

Os primeiros parametros avaliados foram o peso e o volume tumoral nos
grupos tratado com celecoxibe e n&o tratado (controle), e valores significativamente
menores de volume tumoral, condizentes com a massa, foram encontrados nos
animais tratados, como pode ser visto nas figuras 01 e 02, respectivamente. As
médias de diametros dos tumores (Figura 01) foram utilizadas para o calculo do
volume e da supressao tumoral, segundo a férmula proposta por Mizuno et al.
(1999). Tendo em vista os tratamentos, chegou-se a supressdao de
aproximadamente 84,5% no grupo tratado com o celecoxibe em relacdo ao grupo
controle, segundo a formula proposta por Mizuno et al.(1999).

a=3,7cm
b=4,8cm
3
200- V =146,5 cm
a=1,6cm
“ b=2,1cm
E o 5
(&) 100 V=227 cm’
_*x
o 1
CONTROLE CELECOXIBE

Figura 01. Volume do tumor Walker-256 dos grupos controle e celecoxibe ao final do tratamento, em
cm®, sendo a o menor, b o maior didmetro do tumor e V o volume. Dados expressos em média +
epm. Teste tde Student. *p<0,05 em relagao ao grupo controle. N = 07

26



25+

Redugéo de
aproximadamente 90%

*

—

A

CONTROLE CELEdOXIBE

Figura 02. Valores de massa tumoral, em gramas, dos grupos controle e celecoxibe, ao final do
tratamento. Dados expressos em média + epm. Teste t de Student. *p<0,05 em relagdo ao grupo
controle. N= 05.

Outro resultado importante no modelo de neoplasia usado neste trabalho foi
a diferenca de ganho de peso dos animais do primeiro ao ultimo dia de
experimento, uma vez que este modelo é de caquexia, e a perda de peso ou
auséncia de ganho € um de seus principais sinais. A variagdo de peso dos animais
durante o tratamento, descontando o peso final do tumor, esta ilustrada na figura
03, e revela um maior ganho de peso nos animais tratados com o celecoxibe, ganho

este de aproximadamente 50%.

Controle Celecoxibe

Figura 03. Variacdo de peso dos grupos controle e celecoxibe durante o periodo de tratamento;
calculada pela diferenga entre o peso no primeiro e 14° dia de experimento, descontado o peso final
do tumor. Dados expressos em média £ epm. Teste t de Student. *p<0,05 em relagdo ao grupo

controle. N = 07.
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Com relacdo a taxa de sobrevivéncia dos animais no periodo de 30 dias,
também houve diferenca significante entre os grupos. Todos os animais do grupo
celecoxibe sobreviveram, enquanto os do grupo controle, com excecao de um, ou
25%, morreram até o vigésimo dia de tratamento, conforme mostra a figura 04.
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Figura 04. Taxa de sobrevivéncia dos grupos controle e celecoxibe durante o periodo de 30 dias de
tratamento. Dados expressos em porcentagem. Teste Logrank (método de Kaplan e Meier) *p<0,05
em relagdo ao grupo controle. N = 07.

Para tentar esclarecer o mecanismo de agdo antitumoral do celecoxibe foi
avaliada a expressdo da enzima ciclooxigenase-2 (COX-2) através de western
blotting. A figura 05 evidencia a expressao dessa proteina em tecido tumoral, que
foi similar nos dois grupos, enquanto na figura 06 é possivel verificar que a
expressdo de COX-2 no figado foi muito baixa, de modo que as bandas nao

puderam ser mensuradas por densitometria.
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Controle Celecoxibe

Figura 05. Expresséao tecidual da enzima ciclooxigenase-2 por western blotting em tecido tumoral,
convertida em unidades arbitrarias através de densitometria, nos grupos Controle e Celecoxibe.
Teste tde Student, significativo quando p<0,05. N = 07.

+TCTCTCTCM

Figura 06. Fracas bandas de western blotting, evidenciando a baixa expressido de COX-2 em tecido

hepatico. T = tratado com celecoxibe, C = controle (tumor), M = marcador de peso protéico.

Além de avaliar propriamente a expressdo de COX-2, sua atividade foi
testada através da mensuracéo de um de seus principais produtos, a prostaglandina
E> (PGEy), tanto no tumor quanto na urina. Conforme verificado na figura 07, ndo

houve diferenca significativa entre os grupos em ambas as avaliagdes.
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Figura 07. Valores de prostaglandina E, (pg/mL) na urina, representada no grafico A, e em tecido

tumoral, representada no grafico B, nos grupos controle e celecoxibe. Teste t de Student,
significativo quando p<0,05. N = 05.

Além da atividade anti-COX-2, outra hipdtese testada neste estudo para
explicar a atividade antitumoral do celecoxibe foi a atividade antioxidante. O
resultado do primeiro ensaio realizado, que avaliou a capacidade do celecoxibe em
seqliestrar espécies reativas, esta ilustrado da figura 08, e mostra que nas
diferentes concentracdes testadas (10 a 200 ug.mL™") ndo houve qualquer atividade

antioxidante per se, especialmente ao se comparar com o controle positivo (Acido
Ascoérbico 50 pg. mL™).
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Figura 08. Avaliagdo da atividade sequestradora do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)
pelo celecoxibe. Como controle negativo, foi utilizado o diluente, Tampao Tris, representado por C.
Como controle positivo, foi utilizado o acido ascérbico, representado no grafico como AA. Os valores
10, 20, 50, 100 e 200 representam as concentracdes de celecoxibe, em pg.mL™". Dados expressos
em média + epm. ANOVA de uma via. *p<0,05, em relagdo aos outros grupos.

A mensuracdo das enzimas relacionadas ao estresse oxidativo, no entanto,
evidenciou que houve diferenga estatistica na atividade da catalase hepética, como
mostra a figura 09A. Observa-se, inclusive, que nao houve diferenca estatistica
entre os grupos celecoxibe e basal, sendo este composto por animais higidos, ndao
inoculados com tumor e tratados apenas com o veiculo. A atividade dessa mesma
enzima foi também avaliada no tecido tumoral, € o0 seu resultado pode ser
observado na figura 09B. Observou-se que a atividade da catalase, expressa por
umol/min.mg™ de proteina, no tecido tumoral foi bem menor do que no tecido
hepatico, mostrando que essa enzima é consideravelmente mais ativa no figado do
que no tumor Walker-256, e o tratamento com o celecoxibe reduziu ainda mais sua

atividade no tumor.
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Figura 09. Atividade da enzima catalase hepatica no gréfico (A), e tumoral no grafico (B), ap6s
tratamento com o celecoxibe, comparada com os grupos controle (animais com tumor e tratados
com tampao tris) e basal (animais sem tumor tratados com tampao tris). Dados expressos em média
+ epm. ANOVA de uma via, post-hoc Bonferroni (A) ou teste t de Student (B). *p<0,05 em relagéo
ao grupo controle. N = 05.

A atividade da superoéxido-dismutase (SOD) foi também avaliada no figado e
no tumor. Na figura 10 é evidenciada maior atividade desta enzima no tecido
tumoral do que no tecido hepatico, diferindo dos resultados da CAT.

(A) (B)

Controle Celecoxibe

Controle Celecoxibe
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e

Figura 10. Atividade da enzima superéxido-dismutase hepatica (A) e tumoral (B) apds tratamento
com o celecoxibe, comparada com os grupos controle (animais com tumor e tratados com tampéao
tris) e basal (animais sem tumor tratados com tampao tris). Dados expressos em média £ epm.
ANOVA de uma via, post-hoc Bonferroni (A) ou teste t de Student (B). *p<0,05 significativo em

relagdo ao grupo controle. N = 05.
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A atividade enzimatica da glutationa-S-transferase (GST) hepatica esta
mostrada na figura 11, e ndo houve diferenca entre os grupos. Ao se avaliar a
mesma enzima no tumor, ndo se conseguiu reacao e leitura espectrofotométrica,
provavelmente por que o tecido do tumor Walker-256 ndo a expressa. Por esta
razao os dados nédo estao apresentados.

750+

pmol / minuto / mg de proteina

BASAL CONTROLE CELECOXIBE

Figura 11. Atividade enzimatica de glutationa S-transferase (GST), em figado, apés tratamento com
o celecoxibe, comparada com os grupos controle (animais com tumor e tratados com tampao tris) e
basal (animais sem tumor tratados com tampao tris). Dados expressos em média £ epm. ANOVA de

uma via, significativo quando p<0,05. N = 07.

Os dados referentes ao ensaio de peroxidacdo lipidica (LPO) estao
apresentados na figura 12, e também n&o mostram diferenca entre os grupos, tanto

no figado quanto no tumor.

33



(A) (B)

104

umol / mg de proteina

Basal Controle Celecoxibe 0- ki £ i
Controle Celecoxibe

Figura 12: Taxa de peroxidacgéao lipidica (LPO) em tecido hepatico, representaaga no grarico (A), e
tecido tumoral, representada no grafico (B), apds tratamento com o celecoxibe, comparadas com o
grupo controle (animais com tumor e tratados com tampao tris) e basal (animais sem tumor tratados
com tampao tris). Dados expressos em média + epm. ANOVA de uma via (A) e Teste t de Student
(B), significativos quando p<0,05. N = 05.

Com mitocbéndrias isoladas de células hepaticas dos animais, foram
avaliadas as atividades de NADH oxidase e succinato oxidase, mostradas nas
figuras 13 e 14 como consumo de oxigénio pelas mitocdndrias durante o ensaio.
Ambas as enzimas tiveram o mesmo comportamento, ou seja, as atividades foram
reduzidas pelo tratamento com celecoxibe em animais sem tumor, foram ainda mais
reduzidas na presenga do tumor e nao foram recuperadas pelo celecoxibe diante do

tumor.
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Figura 13. Atividade da enzima NADH oxidase, medida em consumo de oxigénio pelo método
polarografico, em mitocdndrias hepaticas isoladas apds 14 dias de tratamento nos grupos A (Basal =
animais higidos tratados com tampao tris), B (animais higidos tratados com celecoxibe), C (animais
com tumor tratados com tampao tris) e D (animais com tumor tratados com celecoxibe). Dados

expressos em média £ epm. ANOVA de uma via, post hoc de Bonferroni. *p< 0,05.
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Figura 14. Atividade da enzima Succinato oxidase, medida em consumo de oxigénio pelo método
polarografico, em mitocdndrias hepaticas isoladas apds 14 dias de tratamento nos grupos A (Basal =
animais higidos tratados com tampao tris), B (animais higidos tratados com celecoxibe), C (animais
com tumor tratados com tampéo tris) e D (animais com tumor tratados com celecoxibe). Dados
expressos em média + epm. ANOVA de uma via, post hoc de Bonferroni. *p< 0,05.

Com relacdao a influéncia do celecoxibe na apoptose celular, a figura 15
mostra a expressao de Bcl-x, em tumor, através de western blotting, a qual foi

significativamente menor nos tumores de animais tratados.
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Figura 15. Expressdo da enzima antiapoptética Bcl-X;, em tecido tumoral, convertida em unidades
arbitrarias através de densitometria, nos grupos controle (C) e tratado com celecoxibe (T). Teste tde

Student. *p<0,05 em relagdo ao grupo Controle. N = 05.
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A andlise histopatoldgica de figado evidenciou alteragdes em hepatécitos do
grupo tratado com celecoxibe, como tumefacdo e presenca de vacuolos,
provavelmente de gordura (para confirmacao dessa caracteristica, € necessaria a
utilizacao de coloracao histolégica especial). Com relagdo a analise histopatolégica
realizada nos tumores, foram observadas caracteristicas comuns aos dois grupos,
como células redondas ou poliédricas com centro eosinofilico, ndcleo pouco
delimitado e alta relacdo nucleo: citoplasma. As células possuiam moderado a
acentuado pleomorfismo celular. O nucleo em geral apresentava-se central, oval,
com cromatina periférica, um a trés nucléolos grandes e conspicuos, além de
acentuada anisocariose. Entre as células, presenca de finos feixes de tecido
conjuntivo e moderada quantidade de vasos, e em muitas areas acentuado namero
de figuras de necrose. Em alguns cortes, proliferacdo de células fusiformes, com
citoplasma alongado e nucleo oval ao redor de pequenos grupos de células
individuais, muitas vezes formados por material condréide levemente basofilico,
estava presente. Em algumas areas havia células neoplésicas no interior de vasos e
adipédcitos dispersos. A classificagdo dos tumores se baseou nas caracteristicas
celulares: quando se observava células fusiformes mesenquimais e células
poliédricas epiteliais malignas, classificava-se como carcinossarcoma. Quando
somente células epiteliais eram observadas, a classificagdo era de carcinoma.
Importante salientar que essa classificagdo foi para os fragmentos analisados.
Assim, a classificagdo da lamina deu-se pela maior quantidade de fragmentos com
determinada caracteristica. O quadro abaixo revela caracteristicas das laminas
analisadas, de tumor e de figado de animais tratados e nao tratados, e as figuras 16
e 17 evidenciam algumas caracteristicas celulares encontradas na histopatologia,

no tecido tumoral e no figado, respectivamente.
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Tumor

Caracteristicas Controle Tratamento
observadas
Classificacao Carcinossarcoma | Carcinoma
Necrose Multifocal ++ Multifocal ++
Observagodes Infiltracdo de heterdfilos ++
Figado
Caracteristicas Controle Tratamento
observadas
Tumefacéo - Centrolobular e celular difusa ++
Observagdes Degeneragéo vacuolar

centrolobular ++

Quadro 01. Caracteristicas histopatologicas avaliadas em cortes de figado e tumor Walker-256 em
ratos tratados com celecoxibe e controle.

Figura 16. Microscopia 6ptica de células do tumor Walker-256, mostrando o predominio de células
epiteliais em (A), de animais do grupo Celecoxibe e destacado na seta preta, considerado assim um
carcinoma. Em (B), destaca-se a presenca de células epiteliais (seta negra) juntamente com
mesenquimais (seta vermelha), sendo essa lamina proveniente de tumor de animal pertencente ao
grupo Controle, e esse fragmento classificado como carcinossarcoma.
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Figura 17. Microscopia 6ptica de figado de ratos tratados com celecoxibe, revelando a presenca de
vacuolizagao celular, em (A), como destacado pela seta; e tumefacao celular, indicada em (B) pela
seta. Ambas as alteragdes sdo sugestivas de degeneragédo gordurosa.

A analise em microscopia eletrénica (Figura 18), feita apenas em tecido
tumoral, revelou importantes alteracées em células de tumores de ratos tratados
com o celecoxibe; como fragmentacdo da heterocromatina; alteracdao de envoltério
nuclear; intensa vacuolizagdo citoplasmatica, apesar da presenca de algumas
mitocéndrias; indefinicho de contornos celulares; e ndcleos em processo de
destruicdo, além da perda da arquitetura celular, ndo sendo possivel identificar, nos
tumores de animais tratados, algumas organelas citoplasmaticas que eram
facilmente visualizadas nas figuras de tumores dos animais do grupo controle.

Essas altera¢des observadas podem ser indicios de apoptose celular.
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Figura 17. Microscopia eletronica de células do tumor Walker-256. A = grupo controle, evidenciando
nucleo eucromatico e heterocromatina periférica, destacada pela seta preta. B = grupo controle,
mostrando citoplasma intacto, poros nucleares (indicado pela seta vermelha) e organelas
preservadas, como o reticulo endoplasmatico indicado pela seta azul. C = grupo celecoxibe,
mostrando heterocromatizagao (seta verde), além de nao ser possivel identificar organelas como em
B; e D = heterocromatizagéo (seta verde) e perda da arquitetura normal da célula.
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7. DISCUSSAO

Existem muitos relatos na literatura afirmando os efeitos do celecoxibe em
tumores, pois pode diminuir a gravidade e o0s sinais da doenga instalada em
diversos 6rgaos (YEE et al., 2005; ARELLANES-ROBLEDO et al., 2006; FULZELE
et al., 2006; GEE et al., 2006; HARRIS et al., 2006; LIU et al. 2005; TOTH &
COLES, 2006; ACCO et al., 2007). Em um levantamento clinico, o uso do
celecoxibe e do rofecoxibe reduziu de modo significativo (71%) o risco de cancer de
mama, mostrando o grande potencial quimiopreventivo destes AINES (HARRIS et
al., 2006). Em camundongos inoculados com um agente cancerigeno (1,2-DMH), o
uso de celecoxibe na dieta promoveu efeito semelhante. Neste estudo, o
aparecimento de neoplasias intestinais diagnosticadas como adenomas polipdides e
adenocarcinomas de ceco, colon e reto, reduziu em 26 a 35 semanas apos o
estimulo carcinogénico diante do tratamento com celecoxibe (TOTH & COLES,
2006).

Em tumor pulmonar experimental de camundongos, o celecoxibe foi testado
em duas vias de administracao, oral e aerossol, em combinacdo com docetaxel
intravenoso, e ambas as formas farmacéuticas mostraram a mesma eficacia
terapéutica. Na forma de aerossol, no entanto, uma menor dose é necessaria, o que
pode ser promissor para o tratamento de cancer pulmonar (FULZELE et al., 2006).

Em um estudo que investigou os efeitos quimiopreventivos do celecoxibe em
lesbes pré-neoplasicas induzidas por hepatocarcinogénese quimica, houve
decréscimo das lesdes, em area e numero (ARELLANES-ROBLEDO et al., 2006).
Segundo Liu et al. (2005), o celecoxibe pode inibir a proliferagdo celular e a indugao
de apoptose de células de hepatoma de maneira dose e tempo-dependente. Outro
estudo, com linhagem celular do mesmo carcinoma (células NPC/CNEZ2), mostrou
que o efeito do celecoxibe é tempo-dependente, pois a primeira dose do farmaco,
em 6 horas apds terapia fotodinamica mostrou maior controle tumoral. Entretanto,
os tumores que receberam a dose inicial de celecoxibe em 24 horas apds o
tratamento nao tiveram este mesmo controle de crescimento (YEE et al., 2005).
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Finalmente, um ensaio in vitro, utilizando linhagens celulares de tumor de
bexiga humano UM-UC-1, -3, e -6, foi feito com dois inibidores seletivos da COX-2,
NS-398 e celecoxibe (100 uM), e ambos produziram inibicdo do crescimento de
modo dose-dependente (GEE et al., 2006). Através dos resultados apresentados no
presente trabalho, percebe-se a capacidade do celecoxibe em diminuir o volume e a
massa do tumor Walker-256. Na dose utilizada (25 mg/kg ao dia) provocou inibicao
de 84,5% no crescimento tumoral, superior a redugao previamente publicada (75%)
com 12,5 mg/kg de celecoxibe ao dia - lembrando que nesse estudo citado foi
utilizada a dose de 25 mg/kg ao dia também e nao houve diferengca com a de 12,5
mg/kg ao dia (ACCO et al., 2007). Os resultados do presente trabalho, em relagéao a
reducao tumoral, foram também superiores a obtida com éleo de peixe na dieta de
ratos com o mesmo tumor, que foi de 60% (TOGNI et al., 2003). Estes dados
legitimam o papel antitumoral do farmaco em questédo, sendo possivel acrescentar o
modelo do tumor Walker-256 a lista de neoplasias sensiveis ao celecoxibe.

Segundo Acco et al. (2007), além da reducao tumoral, o celecoxibe permitiu a
preservagao do ganho de peso dos animais com Walker-256 e manteve importantes
vias metabdlicas hepaticas em niveis comparaveis a condigdes normais,
recuperando a ureogénese, a neoglicogénese e a glicogendlise, reduzindo a
amoniogénese, normalizando o consumo de oxigénio de hepatdcitos e recuperando
a producao de piruvato e lactato hepaticos. A glicélise e a transformacao hepatica
de alanina encontram-se diminuidas quando Walker-256 esta presente,
caracterizando a condicdo de caquexia induzida pelo tumor. Os animais tratados
tiveram essas vias restabelecidas pelo tratamento com o celecoxibe. Assim, as
alteracdes histologicas encontradas no presente estudo com o uso do celecoxibe,
como vacuolizacdo e tumefacdo de hepatécitos, parecem nao interferir em vias
metabdlicas hepaticas basicas. A esteatose foi descrita em ratos que receberam
celecoxibe em uma dose diaria de 20 mg/kg - semelhante a usada neste trabalho
(25 mg/kg ao dia) - por seis semanas, sendo essa alteracdo histolégica
grandemente potencializada pelo etanol (BYKOV et al, 2006), e vacuolos

citoplasmaticos também foram visualizados em células SKOV3 de cancer ovariano
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apds tratamento com celecoxibe (WANG et al.,, 2007). Varios genes hepaticos
envolvidos no metabolismo de gorduras foram verificados no estudo de Lu & Aecher
(2007), sendo o gene da acido-graxo-sintase o Unico down-regulado pelo
celecoxibe, administrado durante 15 semanas a ratos Sprague-Dawley, indicando
que este farmaco pode interferir no metabolismo lipidico.

Investigagdo prévia mostrou que o celecoxibe é relativamente seguro e
pouco hepatotdxico, e mesmo sendo metabolizado no figado (CYP2C9), n&o produz
alteragdes plasmaticas significativas de indicadores classicos da fungcédo hepatica,
como alanina aminotransferase (ALT) e bilirrubina, inclusive durante o uso
prolongado (dois anos) (MADDREY et al., 2007). A ténue interferéncia hepatica e a
manutencao de vias metabdlicas podem explicar, ao menos em parte, a melhora
clinica dos pacientes tratados com esse farmaco, assim como pode justificar neste
estudo o ganho de peso e a alta taxa de sobrevivéncia (100%) dos animais ap6s 30
dias de tratamento, uma vez que a caquexia é o principal fator neste modelo de
cancer que induz a morte. Resultado menos efetivo foi obtido com suplementacao
de Oleo de peixe na dieta de ratos com Walker-256, nos quais a taxa de
sobrevivéncia ao longo do mesmo periodo foi de 50% (TOGNI et al., 2003). Um
relato prévio com os antiinflamatérios indometacina, ibuprofeno e aspirina neste
mesmo modelo de cancer, ja sugeria que os inibidores de prostaglandinas poderiam
melhorar o quadro de caquexia em cancer (HOMEM-DE-BITTENCOURT JR et al.,
1989).

Ambos os efeitos, terapéuticos e colaterais, de antiinflamatérios nao
esteroidais (AINES), como o celecoxibe, sédo principalmente dependentes da
inibicdo da COX (SULEYMAN, DEMIRCAN e KARAGOZ, 2007). A prostaglandina
E. (PGE>) derivada da COX-2, pode promover crescimento do tumor pela ligagéo a
seus receptores e ativagcdo de vias de sinalizacdo que controlam a proliferacéo
celular, migracdo, apoptose e/ou angiogénese. AINES inibem esses processos
mediados pela PGE,, e estudos pré-clinicos confirmaram que antiinflamatorios,
seletivos ou ndo para COX-2, diminuiram o risco de cancer célon-retal, assim como
de outros tumores através da reducdo da sintese de PGE, (WANG & DuBOIS,
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2006). No presente trabalho, ndo houve diferenca significativa entre os grupos tanto
na expressao da enzima COX-2 tumoral quanto na sua atividade, medida através
do nivel de PGE2 no tumor e na urina. Um trabalho prévio falhou em demonstrar
quantidades significativas de PGE> em células Walker-256 em cultura usando
outros métodos de deteccdo, radioimunoensaio e cromatografia liquida de alta
performance (VARANI & PERONE, 1985). Esses dados indicam que o celecoxibe
deve agir em células do tumor Walker-256 de modo COX-2-independente, o que
confirma outra pesquisa, na qual o envolvimento das enzimas lipooxigenases
(LOXs), mas nao das ciclooxigenases, nas células Walker-256 foi bem estabelecido.
Pronunciada apoptose destas células em cultura foi conseguida pela adicdo de
inibidores de LOXs, enquanto a adicdo de inibidores de COXs (indometacina e
ibuprofeno) nao induziram morte celular nas doses testadas (5 a 100 uM) (TANG,
CHEN e HON, 1996). Este modo de agao foi também sugerido em cultura de outras
linhagens tumorais, pois a inibigdo do crescimento celular induzida pelo celecoxibe
foi revertida pela adigado de PGE, ex6gena em linhagem pouco invasiva (MDA-MB-
468), mas nao nas células altamente invasivas (MDA-MB-231). Isto indica que o
modo de acdo do celecoxibe pode ser extremamente complexo e diferir
consideravelmente entre os tipos celulares tumorais (BASU et al., 2005).

Na mesma linha de raciocinio, um estudo in vitro investigou o efeito do
celecoxibe em trés linhagens de carcinoma de nasofaringe: HK-1, Hone-1 e CNE-2.
O celecoxibe inibiu o crescimento de todas as linhagens celulares de modo dose-
dependente. Esta inibicdo mostrou-se, no entanto, independente dos niveis de
COX-2 expressa nas células (CHAN et al., 2005). Sauter et al. (2004), em um
estudo feito em mulheres com alto risco para desenvolver cancer de mama,
demonstraram que o celecoxibe ndo foi capaz de diminuir niveis de prostaglandina
E. em aspirados locais e também no plasma. Os autores atribuiram esse resultado
a algumas hipdteses, como o grande intervalo decorrido entre a ultima
administracao e a coleta de material, em relacdo ao tempo de meia-vida do farmaco
(11,2 horas). No nosso caso, o intervalo entre a Gltima administragdo da droga e a
mensuracdo de PGE, foi maior que 24 horas, podendo entédo ter influenciado a
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deteccao de algum efeito na atividade da enzima. Analises com colheita de material
em um tempo menor apds a ultima administragdo poderiam confirmar ou descartar
essa hipétese.

Adicionalmente, a expressao de COX-2 no figado foi muito baixa, a ponto de
nao ser quantificada por densitometria apés o0 ensaio de western blotting. O
resultado pode ser explicado por que esta enzima é constitutivamente expressa nos
rins, cérebro, medula espinhal, ducto deferente, Utero e ilhotas pancreaticas
(FOSSLIEN, 2000), ndo sendo o figado érgao primario de expressao da COX-2 e,
portanto, também nao deve ser alvo especifico das a¢des do celecoxibe (ACCO et
al., 2007). Células endoteliais de sinusdides, no entanto, sintetizam um composto
prostaglandina-like, que previne a agregagao plaquetaria dentro dos sinusdides
(BARTOLINI et al., 1978), e hepatécitos produzem PGE,, inclusive na presenga do
celecoxibe, segundo uma pesquisa em ratos Sprague-Dawley que receberam a
droga por 15 semanas (LU & ARCHER, 2007).

Deasy et al. (2007) utilizando antiinflamatoérios ndo esteroidais em células de
carcinoma de esbfago, demonstraram um efeito antiproliferativo independente da
producdo de prostaglandinas, e consequientemente independente de COX-2. Os
autores postularam a idéia de que as concentragcdes necessarias para obter o efeito
antiproliferativo sdo bem maiores do que as doses antiinflamatérias. De fato, a dose
utilizada em nosso trabalho (25 mg/kg) é maior do que a dose antiinflamatéria, pois
foi calculada alometricamente partindo-se da dose quimiopreventiva (400 a 800
mg/dia) maxima de humanos.

Muito se discute a respeito da acdo antitumoral do celecoxibe
independentemente da atividade e expressao de COX-2, e uma das possibilidades
aventadas para explicar tais efeitos € o mecanismo antioxidante (KIRKOVA et al.,
2007). Nossos resultados no ensaio in vitro com o radical DPPH, no entanto,
demonstraram que o celecoxibe ndo apresentou atividade antioxidante per se,
sugerindo entdo que possa ter efeito sobre a atividade de enzimas anti ou pro-
oxidantes, uma vez que espécies reativas de oxigénio (ROS) desempenham um

papel efetivo na patogénese de diferentes tipos de doencas, incluindo o cancer.
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Radicais livres induzidos pela peroxidacao lipidica causam perda na homeostase
ao modificarem a estrutura e a funcdo da membrana celular. No entanto, células
mamiferas possuem mecanismos de defesa antioxidantes elaborados, a fim de
neutralizar os efeitos deletérios desses radicais livres (MANOHARAN et al., 2005).

E muito reconhecido o papel dual das espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, que pode ser benéfico ou deletério. Essa caracteristica ambigua é
substanciada pela evidéncia da agdo dessas espécies como mensageiros em
cascatas de sinalizagdo, onde induzem ou mantém o fendtipo oncogénico de
células tumorais, mas também podem participar da senescéncia e apoptose celular,
e assim agir como espécies antitumorais também (VALKO et al., 2006). Via de
regra, no entanto, a producdo cumulativa de espécies reativas de oxigénio em
muitas células tumorais esta ligada a regulacdo redox alterada nas cascatas de
sinalizagdo. Uma menor atividade no nacleo e nas mitocondrias nao apenas facilita
0 escape da apoptose como também produz um potencial de proliferagédo, através
da ativagcédo de sinais de sobrevivéncia celular mediados por fatores de transcricao
nuclear sensiveis a mecanismos de redox. Assim, pode-se esperar niveis
diminuidos de enzimas antioxidantes em pacientes com cancer (VALKO et al.,
2006).

Muitas células tumorais apresentam niveis aumentados de metabolismo
comparado a células normais, 0 que pode levar a maior formacao de espécies
reativas de oxigénio. A SOD-manganés é encontrada na matriz mitocondrial e
parece estar depletada em muitos tumores quando comparada a tecidos normais, e
a atividade da SOD citoplasmatica (CuZnSOD) varia muito conforme o tipo celular
tumoral. Isto sugere que uma grande quantia de superéxido (O.) € encontrada em
muitas células de cancer e que, na auséncia da atividade de SOD esse O, pode
entdo gerar peroxinitrito (OONQO’) e radical per-hidroxil (HO2°), que por sua vez
desempenham importante papel na formacao tumoral. Foi demonstrado também
gue o retorno da atividade dessas enzimas a niveis encontrados em células nao
malignas resultou na conversdo do excesso de O2° para H.O,, 0 que levou a

diminui¢cdo do crescimento tumoral em alguns modelos estudados (DEVEREUX et
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al., 2007). Nossos resultados demonstram aumento da atividade da SOD no tecido
tumoral no grupo tratado (9,113 + 0,171 U SOD.mg ptn"), em relacdo ao controle
(8,277 + 0,164 U SOD.mg ptn’"), sugerindo que ocorreu um aumento na atividade
antioxidante do tumor, como resposta a geragao de anion superoéxido. Resultado
semelhante foi encontrado em tecido hepatico num modelo de isquemia e
reperfusdo (OSTURK et al., 2006), e 0 aumento consubstancial da geracao de O°
foi também reportada em figado com hepatocarcinoma (KONSTANTINOV et al.,
1987). No caso dos animais com tumor Walker-256, a geracao de O2° ndo deve
ocorrer nos segmentos succinato oxidase e NADH oxidase da cadeia respiratéria,
pois a atividade destas enzimas esta reduzida nos animais com tumor, e o
celecoxibe nao foi capaz de reverter este quadro. Inclusive, em figado de animais
sadios, na auséncia de tumor, o celecoxibe também reduziu a atividade de ambas
em relacdo ao grupo basal. A mensuragdo destas enzimas mitocondriais
diretamente no tumor nao foi feita, embora possa haver diferenca na quantidade de
proteinas mitocondriais em células tumorais (LUCIAKOVA & KUZELA, 1992), na
atividade enzimética e nos peptideos de alto peso molecular que constituem
mitocéndrias, como j& foi demonstrado em tumor de mama em compara¢gdo com
células de glandula mamaria normal (WHITE & NANDI, 1976).

O tumor Walker-256, em animais nao tratados, € capaz de elevar os niveis
de SOD também no hipotalamo, cerebelo e hipocampo (FREITAS et al, 2001).
Nossos resultados demonstram que esse aumento pode também ocorrer no tecido
hepatico, pois o valor médio encontrado para a SOD hepatica em animais com
tumor (4,377 + 0,1136 U SOD.mg ptn') é o dobro do valor em animais sadios
(1,992 + 0,1600 U SOD.mg ptn™'). Nos animais com tumor, o tratamento com o
celecoxibe diminuiu a atividade dessa enzima no figado (3,946 + 0,088 U SOD. mg
ptn™"), indicando, provavelmente, menor geracdo do substrato (O2° para enzima.

A catalase é uma enzima que promove eficientemente a conversado de
peroxido de hidrogénio (H-O.) a agua e oxigénio molecular. Segundo Valko et al.
(2006), a capacidade diminuida de uma variedade de tumores em detoxificar o

peréxido de hidrogénio esta ligada a menores niveis de catalase. E possivel inferir
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pelos nossos dados que os animais tratados com celecoxibe tiveram seus niveis
hepaticos de catalase aumentados (292,0 + 31,03 mmol/minuto. mg ptn”) em
relacdo ao controle (82,48 + 22,9 mmol/minuto. mg ptn™'), o que sugere uma
resposta ao quadro oxidante sistémico desencadeado pelo tumor. Este estado
oxidante foi atestado por Freitas et al. (2001) em hipotalamo e cerebelo de ratos
inoculados com tumor Walker-256 subcutaneo. A atividade especifica da catalase
neste modelo € bem maior no tecido hepatico do que no tumoral (Figura 09),
afirmando o potencial do figado como érgdo antioxidante em um quadro patolégico
sistémico, como a malignidade do tumor Walker-256. O celecoxibe exibiu atividade
antioxidante ao restabelecer os niveis de catalase hepatica nos animais tratados.
Osturk et al. (2006) também verificaram essa propriedade do farmaco, através de
aumento significativo na atividade dessa enzima em amostras de figado de ratos
submetidos a les&o de isquemia e reperfusao.

Com relacdo a menor atividade especifica da catalase tumoral no grupo
tratado, levanta-se também a hipétese de que o perdxido de hidrogénio, sendo uma
molécula mais soluvel que outras espécies reativas (VALKO et al., 2006), possa ter
atravessado mais facilmente as membranas celulares e, ao ser produzido em
excesso no tumor, pela dismutacao do anion superéxido, tenha sido neutralizado no
tecido hepatico ou nos eritrécitos, onde a atividade da catalase é bem mais
pronunciada, conforme demonstrado e discutido anteriormente. Dosagens de niveis
de anion superdxido e perdxido de hidrogénio nesses tecidos terao valioso papel na
complementacao do presente trabalho, pois nossos resultados fornecem apenas um
valor indireto dessas moléculas ao mensurar as atividades das enzimas cujos
substratos sdo essas espécies reativas.

A GST é outra enzima que participa na defesa das células normais contra
uma variedade de carcindgenos enddgenos e ambientais, pela reacdo de
conjugacao entre a GSH e eletréfilos reativos ou oxidantes. A inativagdo do gene
GSTP1 parece acompanhar a carcinogénese do cancer de prostata. Isso leva a
possibilidade que a deficiéncia da atividade da enzima GST em células epiteliais da

prostata possa limitar a capacidade dessas na defesa eletréfila e oxidante. As
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células que ndo expressam o gene GSTP1 tém um significativo aumento na
acumulacdo de bases de DNA oxidadas com potencial mutagénico, apdés a
exposicao prolongada a baixa radiacdo, em comparacgao as células que expressam
a GSTP1 (DEWEESE, HRUSZKEWYCZ & MARNETT, 2001). Em relagéo a enzima
GST, neste estudo ndao houve nenhuma diferencga significativa na atividade da GST
hepatica nos animais tratados com o celecoxibe (610,7 = 108,5 pmol/minuto.mg de
proteina’) em comparagdo ao controle (588,87 + 93,07 pmol/minuto.mg de
proteina™) e ao basal (607,5 + 29,52 pmol/minuto.mg de proteina™®). A GST tem um
papel relevante nas defesas antioxidantes e sua inativacdo esta envolvida na
carcinogénese, entretanto, essa enzima ndo parece ser alvo dos efeitos do
celecoxibe no estresse oxidativo, e tampouco foi possivel mensurar sua atividade
em tecido tumoral. Uma andlise complementar a este estudo seria a avaliagdo da
atividade de outra enzima antioxidante primaria, a glutationa peroxidase (Gpx), ou
ainda a mensuracao de niveis da molécula antioxidante glutationa reduzida (GSH).
Outro aspecto a ser considerado no estresse oxidativo € o carater lesivo da
lipoperoxidacado (LPO) especialmente sobre membranas. Nossos dados, porém,
mostram que nao houve diferenga na LPO entre os grupos avaliados, tanto no
figado quanto no tumor, corroborando os achados de Kirkova et al. (2007) em
células de mucosa gastrica e de colon. Apesar disto, a geracao de peroxidos no
tecido tumoral teve o dobro do valor encontrado no figado, o que pode explicar, pelo
menos em parte, os danos em envoltério nuclear e membranas (indefinicdo de
contornos celulares) observados em microscopia eletrénica das células tumorais de
animais tratados com o celecoxibe. A presenca de LPO amplifica os processos de
radicais livres, pois de quatro a 10 eventos de propagacao podem resultar da
iniciacdo de um simples radical (MYERS, 1997), sugerindo que o aumento da SOD
tumoral, especialmente nos animais tratados com o celecoxibe, € uma resposta a
maior geracao de substrato desencadeada pela LPO. Nossos dados mostram que
os valores de LPO se correlacionam positivamente com os de SOD, pois ambos

estdo aproximadamente duas vezes mais elevados no tumor do que no figado.
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Os radicais livres sdo reconhecidos também como importantes produtos da
biotransformacao que participam da patogénese de lesbes hepaticas quimicamente
induzidas em humanos e animais. Como o figado €& o principal 6érgao
biotransformador do organismo, disrupcdes bioquimicas devido ao aparecimento de
metabdlitos reativos podem ocorrer, mesmo que muitas dessas espécies quimicas
nao sejam nem identificadas (PLAA, 1997), e as mitocondrias sdo organelas que
tanto geram quanto sofrem efeitos destas espécies reativas. Neste trabalho, os
resultados obtidos com mitocdndrias isoladas mostram que a atividade das enzimas
hepaticas succinato oxidase e NADH oxidase esta reduzida cerca de trés vezes na
presenca do tumor, o que confirma a mesma redugdo obtida na citocromo oxidase e
succinato desidrogenase em homogenato de hepatocarcinoma (SUN &
CEDERBAUM, 1980). O celecoxibe n&o conseguiu recuperar a atividade de ambas
as enzimas na presengca do tumor subcutaneo, indicando que o padrdo de
metabolismo mitocondrial alterado, principalmente quando estimulado pelo
succinato, pode influenciar a regulacdo de outras enzimas (Ex: NADPH) e o
transporte de calcio (FISKUM & PEASE, 1986), alterando outros eventos celulares.

O celecoxibe pode, ainda, atuar no ciclo celular, e conseqlentemente, na
inducdo da apoptose. O tratamento com o farmaco causa acumulo das células
tumorais nas fases Gy e G1, € ao parar a progressao do ciclo celular no checkpoint
G+-S inibe a transigao para a fase S. Provavelmente, a inibigao do ciclo celular pelo
farmaco é devido a diminuicao das proteinas ciclina A, B1 e D1 e as cdk-1 e cdk-2,
e ao aumento das proteinas inibitérias do ciclo p21 e p27 (GROSH S et al., 2001;
HAN et al., 2004; PATEL et al., 2005). Essas atividades no ciclo celular parecem,
em parte, ser independentes da inibicdo da COX-2, pelos seguintes motivos: a
concentracao requerida de celecoxibe para inibir a proliferacdo celular é maior do
gue a concentracao requerida para inibir a atividade da COX-2; esses efeitos nao
foram revertidos com a adicao de PGE» ou imitados com a inibicdo da COX-2; e o
rofecoxibe nao produziu os mesmos efeitos (GROSH et al., 2006).

Outra explicagédo para os efeitos antitumorais de AINES, como o celecoxibe,

baseia-se em estudos em que altas doses desses farmacos inibem o crescimento
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tumoral e induzem apoptose através de mecanismos independentes de COX,
regulando diferentes alvos, como a atividade da enzima 15-LOX-1,37, o gene
antiapoptético Bcl-X, e a sinalizacao do fator de transcricao nuclear NF-xB (WANG
& DuBOIS, 2006). Grésch et al. (2006) também citam em sua revisdo estudos
envolvendo o celecoxibe e vias apoptéticas intrinsecas, incluindo menor expressao
de proteinas antiapoptéticas, como a Bcl-2, Bcl-X;, Mcl-1 e survivina, assim como o
aumento da expressdo de Bad, uma proteina pré-apoptética. Nossos dados
corroboram esta afirmagdo, pois no W256 a expressdo de Bcl-X, foi
significativamente menor nos animais tratados com celecoxibe. Yu et al. (2003), ao
avaliar a quimioprevencao do celecoxibe em modelo de cancer gastrico em ratos,
demonstraram que os efeitos antineoplasicos do celecoxibe decorrem da inducao
de apoptose e inibicdo na proliferacdo de células tumorais. Em células de
carcinoma hepatocelular o celecoxibe atua sinergicamente com quimioterapicos na
inducdo da apoptose, de uma maneira COX-2 dependente, considerando que a
inibicdo da COX-2 acopla diferentes vias apoptéticas, estimulando sinalizacao de
death receptors, ativando caspases ou a apoptose proveniente de mitocondrias
(KERN et al., 2004). A morte celular também pode ser desencadeada por
mecanismos COX-2-independentes, pois 0 OSU-03012, um derivado do celecoxibe
desprovido de atividade COX-2-inibidora, também induziu morte celular através de
mecanismos caspase-dependentes, principalmente induzindo a expressdao de
quinase de reticulo endoplasmatico PKR-like (PERK), que medeia a ativacao de
multiplas proteases toxicas (PARK et al., 2008). Este estudo in vitro reforca a tese
de acao antitumoral COX-2 independente e mediada por mecanismos apoptoéticos.
Liu et al. (2007), em células de osteossarcoma humano, ao avaliarem o
celecoxibe, sozinho e em combinagdo com o agente quimioterdpico cisplatina,
observaram que o antiinflamatério causou interrupcao da fase G1 da mitose e inibiu
significativamente o crescimento celular, assim como potencializou a apoptose
induzida pela cisplatina. Esse efeito foi dose-dependente, e mudangas
caracteristicas de morte celular programada por apoptose, como fragmentos de
DNA e corpos apoptéticos foram observados através de microscopia eletrnica.
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Estes dados vao de encontro aos nossos obtidos por este método, pois a
condensacao de cromatina nuclear, fragmentacao do DNA e alteracao do envoltério
nuclear sao indicativos de apoptose celular (TANG, CHEN e HON, 1996). Ainda,
células tratadas com cisplatina tiveram uma menor expressdao de COX-2, que por
sua vez nao foi potencializada pelo celecoxibe. Os autores concluiram através de
seus resultados que o celecoxibe exerce sua atividade antitumoral através de
mecanismos independentes de COX-2, que podem ser, por sua vez, dependentes
de fatores como o regulador de apoptose fosfatidilinositol 3-quinase, além de ter
relacdo com a proteina anti-apoptética survivina e com a familia Bcl-2. Dados
obtidos com células de estroma associadas a tumores prostaticos mostraram que o
celecoxibe reduziu o nivel das proteinas Bcl-X; e XIAP (DANDEKAR et al., 2005),
da mesma maneira que foi observada a redug¢ao da Bcl-X; nas células do tumor
W256 neste trabalho.

Fukada et al. (2007) em linhagem de cancer cervical humano, também
detectaram menores niveis de survivina com o tratamento com o celecoxibe. Além
disso, a utilizacdo de um farmaco analogo ao celecoxibe, porém sem atividade
inibidora de COX-2, denominado dimetil-celecoxibe, diminuiu também a expressao
de survivina tanto em linhagens celulares de tumores humanos (células derivadas
de glioblastoma, linfoma, mieloma mdltiplo, e carcinomas de mama, colon e
prostata) quanto em modelo animal de glioblastoma (PYRKO et al., 2006). Esses
resultados (TANG, CHEN e HON, 1996 ; YU et al., 2003; KERN et al., 2004;
GROSCH et al. 2006 ; PYRKO et al., 2006 ; WANG & DuBOIS, 2006; FUKADA et
al., 2007; LIU et al., 2007) corroboram os encontrados no presente trabalho, como
alteracdes sugestivas de apoptose em célula tumoral através de microscopia
eletrbnica e diminuicdo na expressao da proteina antiapoptética Bcl-X; no tumor
Walker-256 de animais tratados com o celecoxibe. Andlise da expressao da
proteina survivina pode ser muito Util para elucidar a via de apoptose utilizada pelo

celecoxibe nesse modelo de estudo.
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8. CONCLUSOES

Os presentes resultados confirmam o potencial quimiopreventivo do
celecoxibe no modelo de tumor Walker-256, assim como o seu papel no
restabelecimento das condi¢cdes organicas dos animais tratados, evidenciado
através da supressao tumoral, ganho de peso no periodo de tratamento e taxa de
sobrevivéncia.

O efeito antitumoral no modelo W256 parece ocorrer de modo independente
da modulacao na atividade da enzima ciclooxigenase-2, mas depende da supressao
de vias antiapoptoticas e da regulacdo da homeostase redox, provocada pelo
farmaco ao regular a atividade de enzimas antioxidantes primarias, como catalase e
superéxido-dismutase, e ao reduzir a geracdo de espécies reativas via oxidases

mitocondriais.
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