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1. INTRODUCAO

1.1. Ciclooxigenases

O processo pelo qual uma célula normal se transforma em cancerosa é complexo e envolve
muitas etapas, reguladas por fatores ambientais, genéticos e nutricionais. Estes fatores em conjunto
alteram vias que controlam o crescimento celular, mecanismos apoptoticos e vias supressoras
tumorais. Dessa forma, o crescimento passa a ser autbnomo, as células ndo entram em apoptose e se
transformam em imortais (Farber, 1984; Hanahan et al., 2000).

Depois de passarem pelo processo de transformagdo, as células cancerosas expressam
enzimas, moléculas de adesdo, proteinas, citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento que
permitem a invasdo de tecidos vizinhos e a colonizacdo de outros tecidos (Ardestani et al., 1999).
Dentre as enzimas e mediadores que as células tumorais passam a expressar, estdo a prostaglandina-
H-sintetase e prostaglandina E2 (PGE,), detectadas em tumores de célon, de estbmago, figado,
préstata, mama, pulmao e pele (Sano et al., 1995; Buckman et al., 1998; Hwang et al., 1998; Uefuji
et al., 1998; Wolff et al., 1998; Koga et al., 1999; Yoshimura et al., 2000).

As prostaglandinas sdo produzidas através de uma complexa cascata enzimatica, da qual
participam as Prostaglandinas-H-sintetases, comumente conhecidas como ciclooxigenase-1 e 2
(COX-1 e COX-2). A via de sintese de prostaglandinas d& origem a substancias coletivamente
denominadas prostandides, que incluem: PGD, (Prostaglandina D2), PGE, (Prostaglandina E2),
PGI, (Prostaciclina), PGF,, (Prostaglandina F2a) e TXA; (Tromboxano A2) (Capdevilla et al.,
2000) Os prostanoides pertencem a um grupo maior de mediadores lipidicos, os eicosandides que
sdo acidos graxos oxigenados de Cig, Cyo € C22 com mecanismos de agdo similares a hormdnios. Em
conjunto os eicosandides incluem: a) prostandides produzidos pela via das ciclooxigenases; b)
leucotrienos, lipoxinas, epoxilinas, acidos graxos mono-hidroxidos produzidos pela via das

lipoxigenases;
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c) epoxi e é&cidos graxos di-hidroxidos formados pelo citocromo P450s e d) isoprostanos,
isoleucotrienos, assim como acidos graxos formados ndo-enzimaticamente. Os eicosanoides, apesar
de fungBes bioldgicas diferentes, apresentam o mesmo precursor comum: &cido araquidénico,
principal componente dos fosfolipideos das membranas celulares. Este precursor, portanto, é
substrato para as trés vias enzimaticas: 1) COX-1 e COX-2; 2) para as lipoxigenases e 3) derivados

da atividade do citocromo P450s (Smith et al., 2000) (Figura 1):

Fosfolipideos da membrana

sPLA2 © ® CcPLA2
Epoxigenase: > Acido Araquidénico > Lipoxigenase:
Acidos graxos di- Leucotrienos, Lipoxinas
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Inflamacdo e Cancer

Figura 1. Metabolismo dos eicosandides: Fosfolipideos da membrana sdo convertidos a acido
araquidonico (AA) por fosfolipase-A2 soluvel (SPLA;) (@) e fosfolipase A2 citosdlica (CPLA,)
(®). O AA é convertido a leucotrienos pelas lipoxigenases, a acidos graxos di-hidrdxidos, pelas
epoxigenases do citocromo P450 ou ainda a prostaglandina-H pelas ciclooxigenases 1 e 2 (COX-1 e
COX-2) (® e ®@). Através de enzimas tecido-especificas, PGH, é convertida aos prostandides: PGl,
(prostaciclina - prostaciclina-sintetase), tromboxana A2 (TXA, - tromboxana-sintetase) e
prostaglandinas, produzidas pela atividade das prostaglandinas-sintetases) (®). A PGE;, exerce
tanto seus efeitos fisiologicos como em processos inflamatorios e carcinogénicas através da
interacdo com seus quatro receptores (EP1-EP4).Adaptado de Clinical Reviews in Clinical
Laboratory Science, 37(5): 431-502, 2000.
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As ciclooxigenases participam de 2 das 3 etapas de producdo dos prostandides (Figura 2).
Primeiramente adiciona duas moléculas de O2 (ciclooxigenagdo) ao AA formando prostaglandina
G2 (PGGy) e a seguir converte PGG, em prostaglandina H2 (PGH,), atividade peroxidase que
consiste em adicionar 2 elétrons a molécula de PGG,. Os dois sitios ativos das ciclooxigenases
estdo em locais diferentes ao longo da molécula, mas apesar disso, estdo funcional e estruturalmente

ligados (Smith et al., 1996).
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Figura 2. Via de sintese dos prostanoides, derivados do Acido Araquiddnico. Modificado
de Annual Rev Biochem 2000. 69: 145-182.
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As ciclooxigenases sdo desativadas irreversivelmente durante a oxigenacdo de seu substrato,
fendbmeno quimico conhecido como “inativagdo suicida”, por ser catalisado pela prdpria enzima.
Dessa forma, as atividades ciclooxigenase e peroxidase sdo desativadas de 1 a 2 minutos depois que
o0 substrato, AA, é disponibilizado. O significado biol6gico deste fendmeno nédo esta esclarecido,
pois nova enzima tem que ser traduzida para que a sintese de prostanoides prossiga (Smith et al.,
1996; Wu et al., 1999).

As isoenzimas COX-1 e COX-2 sdo proteinas geneticamente independentes, codificadas por
genes localizados nos cromossomos 9 e 1, respectivamente. A COX-1 contém 576 aminoacidos,
peso molecular de 67 Kilodaltons (KDa), COX-2 com 587 aminodacidos e peso molecular de 72
KDa, apresentando homologia de 60 a 65% quando considerada a mesma espécie. A estrutura das
ciclooxigenases € composta por trés dominios, um localizado na por¢do N-terminal (cerca de 50
aminodacidos), dominio transmembrana (cerca de 50 aminoacidos) e um grande dominio catalitico
com cerca de 460 aminoacidos na extremidade C-terminal da proteina. Ambas enzimas estdo
localizadas na superficie interna do Reticulo Endoplasméatico e nas faces interna e externa da
membrana nuclear; COX-2, no entanto, esta relativamente mais concentrada no envoltério nuclear
(Merlie, 1988; Needleman & Isakson, 1997; Vane et al., 1998).

A atividade das ciclooxigenases gera PGH,,que € convertida por sintetases especificas aos
trés grupos de prostandides ciclicos: prostaciclinas, tromboxanos e prostaglandinas. As enzimas
COX-1 e COX-2 catalisam reacdes quimicas muito semelhantes, mas sdo expressas em condi¢des
diferentes. A COX-1, enzima de expressdo constitutiva para a maioria das células, participa da
sintese de prostandides envolvidos com a homeostase, como citoprotecdo gastrointestinal,
manutencdo da funcdo renal, coagulacdo sanguinea, agregacdo plaquetéria e vasoconstricdo

(Crofford, 1997; DeWitt, 1988).
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Por sua vez, a expressio de COX-2 ocorre, normalmente, em resposta a estimulos
inflamatérios como LPS, Interleucina-6, Interleucina-1, Fator de Necrose tumoral-o, fatores de
crescimento e promotores tumorais (Fosslien, 2000; Zha et al., 2004).

As prostaglandinas sdo mediadores lipidicos compostos por 20 carbonos que desempenham
diversas atividades biol6gicas através da interacdo com seus receptores especificos. Dentre as
prostaglandinas, a PGE; é a mais abundante prostaglandina produzida nos sitios inflamatérios, em
doencas degenerativas como o Mal de Alzheimer e em véarios tumores, como o de c6lon, estdbmago
e mama. Nessas enfermidades, a producdo de PGE; ocorre em conseqiiéncia da atividade de COX-
2. Em algumas células tumorais, as prostaglandinas sintetizadas via COX-2 interagem com
receptores celulares, estimulando sua proliferacdo, impedindo que entrem em apoptose, estimulando
a expressdo de fatores angiogénicos. Essas alteragBes, em conjunto, conferem as células tumorais
crescimento autbnomo e vascularizacdo independente. A interacdo de PGE, com seus quatro
receptores (EP1 - EP4) deflagra sinais proprios para cada receptor, que resulta em conseqiiéncias

metabolicas diferentes (Dubois et al., 1998; Murakami et al., 2000; Fitzpatrick, 2001).

1.2. Anti-inflamatorios, Fator Ativador de Plaquetas e Cancer

Os antiinflamatérios ndo esterdides (AINEs) sdo uma classe de substancias quimicas que
apresentam a mesma acdo terapéutica: inibem a atividade ciclooxigenase das COXs e, por
conseqiiéncia, a sintese de prostandides (Furst, 1999). Dessa forma, os AINEs sdo mundialmente
utilizados como antiinflamatoérios, analgésicos e antipiréticos para o tratamento de simples
processos inflamatdrios assim como de doencas cronicas como artrite reumatoide e cancer. Os
AINEs sdo atualmente classificados pela forma com que interagem com o sitio ativo das enzimas

(Mitchell et al., 1993; Furst, 1999; Dannhardt & Kiefer, 2001):
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1. Inibidores irreversiveis de COX-1/COX-2 — eles se ligam covalentemente ao sitio
ciclooxigenase da enzima, modificando-o quimicamente, impedindo que o substrato, AA,
possa ser utilizado. Exemplo: aspirina;

2. Inibidores competitivos e reversiveis de COX-1 e COX-2 — competem com 0 AA para se
ligarem ao sitio catalitico da enzima. Sdo exemplos o Ibuprofeno e o piroxicam;

3. Inibidores reversiveis, tempo-dependente, de COX-1/COX-2 - eles se ligam
vagarosamente ao sitio ativo da enzima através de interagdes ibnicas que diminuem a
flexibilidade da enzima. Indometacina e flurbiprofeno;

4, Inibidores irreversiveis, tempo-dependente de COX-2 — modificam o sitio ativo de COX-
2, mas de uma forma muito lenta. S0 exemplos o celecoxibe e o rofecoxibes.

Existem evidéncias epidemioldgicas, experimentais e clinicas demonstrando que os AINEs
tém propriedades anti-neoplasicas, principalmente por bloquearem a atividade de COX-2 e, por
conseguinte, a sintese de PGE, (Mitchell & Warner, 1999; Lipsky, 1999). InflamacGes cronicas
causadas por infeccfes persistentes ou doencas auto-imunes estdo associadas com aumento no risco
de desenvolvimento de cancer, como, por exemplo, pacientes com Hepatite B, Hepatite C ou
infeccdo por Helicobacter pilory apresentam alto risco de desenvolverem cancer no figado ou no
estbmago, respectivamente. Por outro lado, observa-se maior expressio de RNAm (RNA
mensageiro) para COX-2 e da propria proteina em tecidos tumorais, como de estdmago, pulmao,
cdlon e mama. Dessa forma, ha um grande interesse na utilizagdo e fabricacdo de AINEs altamente
especificos para COX-2, alvo para o tratamento de doencas inflamatérias e para prevengdo do
cancer, principalmente para pessoas predispostas geneticamente (Rothstein, 1998; Mitchell &

Warner, 1999; Rainsford, 1999; Fosslien, 2000; Zha et al., 2004; Wang & Dubois, 2007).
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A expressdo aumentada de COX-2 nas células tumorais é invariavelmente acompanhada por
niveis elevados de PGE,. Canceres como o coloretal, gastrico, pulmao, carcinoma hepatocelular, do
esdfago, de préstata e de mama sdo exemplos onde o aumento da expressdo de COX-2 é
acompanhado por aumento da concentracdo de PGE; (Sano et al., 1995; Buckman et al., 1998;
Hwang et al., 1998; Uefuji et al., 1998; Wolff et al., 1998; Koga et al., 1999; Yoshimura et al.,
2000; Moran, 2002; Thun et al., 2002).

Além das prostaglandinas, outro importante mediador lipidico é o Fator Ativador de
Plaquetas (PAF). A biossintese de PAF também envolve a mobilizacdo de fosfolipidios presentes
nas membranas celulares e disponibiliza entre outros acidos graxos, o acido araquidénico. O PAF é
um mediador fosfolipidico sintetizado por células inflamatérias como macréfagos, neutréfilos,
células endoteliais vasculares, que entre outras atividades bioldgicas provoca vasodilatacdo,
contracdo de musculo liso, ativagdo de macrdfagos, neutrofilos e eosindfilos (Prescott et al., 1990;
Pinckard et al., 1994). Exerce suas fungBes metabdlicas através de receptores especificos,
caracterizados por sete dominios transmembrana da superfamilia de receptores acoplados a proteina
G, que estdo presentes nas faces externas da membrana plasmatica e do reticulo endoplasmatico.
Além das células inflamatorias, células tumorais podem sintetizar PAF e, as vezes, expressam
também seus receptores (Izumi et al., 1995; Ishii et al., 2002).

Evidéncias experimentais indicam uma forte relagdo entre as vias de sintese de PAF e de
eicosandides. Dessa forma, a utilizacdo de antagonistas do receptor de PAF (AR-PAF), em algumas
situacOes, além de inibir a liberagcdo de PAF reduz a sintese de leucotrienos, TXA; e de PGI; (Pei et

al., 1998; Ichinowatari et al., 2002; Teather et al., 2002).
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1.3. Cancer de mama e mediadores lipidicos

O carcinoma mamario afeta cerca de 1 em 12 mulheres, além de ser a principal causa de
morte entre mulheres de 40 a 50 anos. Estudos a cerca desse carcinoma demonstraram que existe
uma forte relacdo entre a patogénese dessa doenca e a expressdao de ciclooxigenases,
particularmente de COX-2 nos tecidos tumorais (Soslow et al., 2000). Esse conjunto de dados
reforca a idéia de que COX-2 é um dos principais marcadores para esse tipo de cancer e que a
utilizaco preventiva de AINES pode reduzir significativamente o risco de aparecimento dessa
neoplasia na populacdo feminina. Por outro lado, estudos experimentais demonstraram que a
atividade de COX-1 também est4 alterada em tumores mamaérios (Hwang et al., 1998), o que
contradiz o que se acreditava sobre as funcbes fisiologicas dessa enzima, que sempre foi
considerada a isoenzima constitutiva e que participava apenas de reagdes homeostaticas.

A utilizacdo de AINEs, em baixas doses, como medida profilatica para a prevencdo do
carcinoma mamario tem sido estudada em alguns paises, pois COX-2 participa do processo
carcinogénico. O aumento da expressdo de COX-2 parece estar associado a perda de fungdo de
genes supressores tumorais. Em conseqiiéncia, ocorre aumento da sintese de PGE,, que por sua vez,
se liga a um de seus receptores e induz expressdo de COX-2, gerando uma via de retroalimentacédo
positiva. A atividade ciclooxigenase de COX-2, utilizando alguns tipos de &cidos graxos
provenientes da dieta, pode gerar carcindgenos, assim como a atividade peroxidase oxida
compostos potencialmente carcinogénicos (Parret et al., 1997; Sing-Ranger et al., 2002; Horia et al.,
2005).

O conhecimento sobre o comportamento de tumores mamarios €, em parte, baseado em

estudos in vitro, através de linhagens estabelecidas a partir de explantes tumorais.
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Linhagens estabelecidas como a MDA-MB-231 e MCF-7 tém potenciais invasivos e
metastaticos diferentes, em decorréncia da expressdo e ndo expressdo de receptores hormonais,
respectivamente (Lacroix & Leclercq, 2004; Dimri et al., 2005).

Além das linhagens humanas, as linhagens de tumores mamarios murino também sdo
utilizadas como modelo experimental, como é o caso do tumor mamario de Ehrlich. O tumor foi
primariamente observado na glandula mamaria, mas foi transplantado com sucesso para a cavidade
peritoneal e para o tecido subcutaneo. O crescimento do tumor ascitico de Ehrlich é acompanhado
por altas grandes concentraces de PGE; (Gentile, 2001) e a utilizacdo de AR-PAF, BN 52021,

reduziu significativamente o crescimento deste tumor (Fecchio et al., 1989).

1.4. Atividade das ciclooxigenases e Ressonancia Paramagnética Eletrbnica

Ha grande interesse em avaliar a atividade das ciclooxigenases em tumores mamarios, ja que
essas enzimas sdo expressas e participam do processo de transformacgdo tumoral. No entanto,
existem poucos métodos de avaliacdo da atividade enziméatica de COX-1 e COX-2. Em 2006 foi
proposta uma nova metodologia para avaliacdo de COX-1, através de Ressonancia Paramagnética
Eletronica (RPE) (Turnbull et al., 2006). A RPE ¢é utilizada para detectar radicais livres gerados pela
atividade peroxidase de COX-1. A sonda CPH é adicionada a amostra e € oxidada pela enzima,
gerando produto CP, que por ser estavel e possuir um centro paramagnético pode ser detectado pelo

aparelho de EPR (Figura 4).



Revisao de Literatura 10

CPH
CP (detectével)
PGG> PGH:
(ROOH) (ROH)

Ciclooxigenases

Figura 3. Diagrama esquematico da atividade peroxidase de COX. A enzima COX oxida o
intermediario PGG, ao mesmo tempo que oxida a sonda CPH, gerando PGH, e CP
(detectado pela Ressondncia Paramagnética Eletrdnica). Modificado de Journal of
Inflammation 2006, 3:12.

A ressonancia paramagnética eletrénica (RPE), também conhecida como ressonancia do
spin eletronico, é 0 nome dado ao processo de absorcéo ressonante de microondas por &tomos, ions
ou moléculas paramagnéticas, com ao menos um elétron desemparelhado na presenca de um campo
magnético. Considerando que bicamadas e vesiculas ndo apresentam carater paramagnético, €
necessaria a utilizacdo do método do marcador de spin, que consiste na introducdo de um grupo
paramagnético no sistema a ser analisado. No caso de estudo de membranas-modelo, esse
grupamento paramagnético geralmente é o radical nitrxido (N-O) e a molécula que o contém pode
ser ligada ao sistema por meio de intercalagdo fisica entre os agregados.

A técnica espectroscopica de RPE detecta a absorcéo de energia de microondas em sistemas
em gue ocorre o fenbmeno de paramagnetismo. Por questdes de custo o aparelho de RPE utiliza um
comprimento de onda fixo (frequéncia fixa) para a microonda e varre as diferentes energias de

ressonancia variando o campo magnético.
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No caso de espectrdmetros de banda X, a fregiiéncia de microondas produzida é de 9 GHz, a

qual requer um campo magnético (HG') de 3.3kG que sera convenientemente variado num intervalo

de 100G.

A figura acima é um diagrama de blocos de um espectrdmetro de RPE. A ponte de
microondas contém tanto a fonte produtora de microonda, como um detector. A microonda
produzida na ponte incide sobre a amostra que estd numa cavidade localizada entre imas geradores
do campo magnético variavel. Apds a ressonancia e conseqiiente absorcao de energia pela amostra,
a microonda é refletida para a ponte e tera sua intensidade detectada. A diferenga entre a
intensidade da microonda incidente e refletida serd correspondente a intensidade de energia
absorvida pela amostra. Esta quantidade de energia adquirida pela amostra corresponde a primeira

derivada de um espectro de absorcéo.
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A RPE é a técnica mais sensivel no que se refere & detecgdo de radicais livres, portanto, sera
utilizada para avaliar a atividade das enzimas ciclooxigenases. As outras técnicas disponiveis,
avaliam indiretamente a atividade das enzimas, pois determinam a etapa final de producdo dos
prostandides. As mais utilizadas sdo as que determinam os niveis de tromboxana B2, PGE,, que ndo
sdo produtos diretos da atividade das ciclooxigenases, mas sim da tromboxana-sintetase e

prostaglandinakE-sintetase, respectivamente (Gierse et al., 2005).
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2. OBJETIVOS

Neste contexto, ndo ha na literatura trabalhos avaliando a atividade das ciclooxigenases em

células tumorais, através da Ressonancia Paramagnética Eletrénica, correlacionando esta atividade

com a producéo de PGE..
Os objetivos deste trabalho foram:
1. Avaliar a atividade das ciclooxigenases, através de RPE, nas células do TAE e nas
linhagens tumorais humanas, MDA-MB-231 e MCF-7, tratadas com BN 52021,
Ibuprofeno, Indometacina, Meloxicam e Paracetamol,;

2. Relacionar a dosagem de PGE; com a atividade enzimatica.
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INTRODUCAO

As prostaglandinas sdo produzidas através de uma complexa cascata enzimatica, da qual
participam as Prostaglandinas-H-sintetases, comumente conhecidas como ciclooxigenase-1 e 2
(COX-1 e COX-2). A via de sintese de prostaglandinas d& origem a substancias coletivamente
denominadas prostanoides, que incluem: PGD, (Prostaglandina D2), PGE, (Prostaglandina E2),
PGI, (Prostaciclina), PGFy, (Prostaglandina F2c) e TXA, (Tromboxano A2)*.

As ciclooxigenases participam de 2 das 3 etapas de producdo dos prostandides.
Primeiramente adiciona duas moléculas de O2 (ciclooxigenagdo) ao AA formando prostaglandina
G2 (PGGy) e a seguir converte PGG; em prostaglandina H2 (PGH,), atividade peroxidase que
consiste em adicionar 2 elétrons a molécula de PGG,. Nos tecidos, a PGH2 é convertida em PGD;,
PGE,, PGl,, PGF,, e TXA,% Portanto, tanto a COX-1 quanto a COX-2 participam da via de
formacdo dos prostandides. Dentre as prostaglandinas, a PGE; é a mais abundante prostaglandina
produzida nos sitios inflamatorios e em varios tumores, como o de célon, estbmago e mama. Nessas
enfermidades, a producéo de PGE; ocorre em conseqiiéncia da atividade de COX-2%°,

Além das prostaglandinas, o Fator Ativador de Plaquetas (PAF) é um mediador lipidico,
gerado a partir de fosfolipidios presentes nas membranas celulares. Além das células inflamatdrias,
células tumorais podem sintetizar PAF e, as vezes, expressam também seus receptores. Alguns
autores especulam a relagdo entre a sintese de prostandides e de PAF, pois o estimulo do receptor de
PAF aumenta a disponibilizagdo de acido araquidbnico, substrato para as ciclooxigenases®’.

Os antiinflamatorios ndo esterdides (AINEs) sdo uma classe de substancias quimicas que
apresentam a mesma acao terapéutica: inibem a atividade das COXs e, por conseqliéncia, a sintese
de prostanéides® Como o aumento na expressdo de COX-2 est4 associado a um aumento no risco de
desenvolvimento de tumores, a utilizacdo de AINEs, em baixas doses, para a prevencdo de
carcinoma mamario tem sido estudada em alguns paises” ™.

Linhagens tumorais mamarias humanas sdo utilizadas como modelo experimental, assim
como a de tumores murinos, como é o caso do tumor ascitico de Ehrlich (TAE). Os tumores
mamarios, tanto humanos quanto murino, sdo acompanhados de altas concentra¢fes de PGE,
provavelmente resultado da atividade de COX-2.

O presente trabalho foi delineado com o objetivo de avaliar a atividade das ciclooxigenases e
a sintese de PGE: nas linhagens de adenocarcinoma mamaério humanas MDA-MB-231, MCF-7 e
nas células do TAE tratadas com AINEs (ibuprofeno, indometacina, meloxicam e paracetamol) e
Antagonista do Receptor de PAF, o BN 52021.
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1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para avaliar a atividade das enzimas COX-1 e COX-2 e a produc¢do de PGE; pelas células
neoplésicas, humanas e murina, frente aos tratamentos, foi feito o seguinte delineamento
experimental:

As células, ajustadas para 1x10° cel/100pL, foram mantidas em cultura por 24 horas, antes
de ser adicionado a elas qualquer tratamento. Decorrido este periodo, os tratamentos foram
adicionados e as células avaliadas apos 24 horas. O sobrenadante foi coletado para a dosagem de
PGE; e as células foram avaliadas quanto a atividade funcional de COX-1 e COX-2 através da

Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE).
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2. MATERIAL E METODOS

Células Neoplasicas

Linhagens de cancer humanas

Foram utilizadas 2 linhagens permanentes provenientes de explantes de adenocarcinomas
mamarios humanos, MDA-MB-231 ¢ MCF-7 que foram mantidas em condicGes estéreis em
atmosfera de 5% de CO; a 37°C. As linhagens foram gentilmente cedidas pela Profd Dr2 Célia
Regina Nogueira.

As células da linhagem MDA-MB-231 ndo expressam receptores para estrogeno (RE-/RP-)

e progesterona e as células MCF-7 apresentam ambos receptores (RE+/RP+).

Linhagem mamaria murina

As células do Tumor de Ehrlich, apesar de originalmente mamarias, sdo mantidas na
cavidade peritoneal de camundongos, em sua forma ascitica. Os camundongos suigos machos, 4
semanas de idade, provenientes do Centro de Bioterismo da Universidade de Campinas, S&o Paulo,
foram mantidos no Biotério do Departamento de Patologia, UNESP-Botucatu, onde receberam agua
e racdo ad libitum.

Para a obtencédo das células em condigdes estéreis, camundongos portadores de TAE
foram eutanasiados (Rompun e Cloridrato de Cetamina) em capela de fluxo laminar e a cavidade
peritoneal lavada com 3 mL de salina tamponada estéril (PBS). A suspensdo celular foi obtida
mediante punc¢do com agulha e seringa, centrifugada a 200g por 10 minutos, a viabilidade

determinada e sé aceita quando superior a 95%.
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Tratamentos
Foram utilizados quatro inibidores de sintese de PGE,, Indometacina (Sigma Chemical Co.,
USA), diluida em tampéo Tris, 1M pH:8, na diluicdo de 1:10 em PBS, Ibuprofeno, Paracetamol e

Meloxicam (EMS®, Medicamentos genéricos) diluidos em PBS, pH:7,2, com 5% de DMSO. O

antagonista de PAF utilizado, o BN 52021 (Biomol® International), foi diluido em PBS contendo
5% de DMSO.
A concentracdo utilizada dos tratamentos, previamente padronizada no laboratdrio, foi de 1

mM.

Cultura celular

As células neoplésicas foram cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com 10%
(MDA-MB-231 e TAE) ou 20% (MCF-7) de soro fetal bovino (SFB), 2mM de glutamina, mantidas
em atmosfera de 5% de CO; a 37°C, manipuladas em condi¢Bes estéreis durante todo o periodo

experimental.

Determinacgao da concentracéo de Prostaglandina E;
A concentracdo de PGE; foi determinada no sobrenadante das culturas, atraves de ELISA

competitivo de acordo com as especificacdes do fabricante (R&D Systems, Minneapolis).
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A densidade celular foi ajustada para 1x10° cel/100puL em placas de 96 pocos, onde as
células foram submetidas aos tratamentos (BN 52021, Indometacina, lbuprofeno, Meloxicam,
Paracetamol e aos respectivos diluentes, Tampdo Tris e PBS/5% de DMSO) por 24 horas.
Transcorrido este tempo, o sobrenadante das culturas foi recolhido e estocado a —20°C, para a

posterior dosagem.

Atividade das Prostaglandina-H-sintetases

A atividade das ciclooxigenases foi indiretamente determinada por Ressonancia
Paramagnética Eletronica (RPE).

Como os metabdlitos gerados pela atividade das PGH-sintetases sdo muito instaveis foi
necessario a utilizacdo de uma sonda, que por sofrer reducdo, gera um composto estavel, passivel de
ser quantificado. Dessa forma, foi adicionada a sonda CPH.hydrochloride (CoH17NO3Cl, 1-hidroxi-
3-carboxi-2,2,5,5-tetrametilpirrolidina.HCI, 1mM, Alexis® Biochemical) as células para a deteccédo
de radicais livres, CP, gerados pela atividade peroxidase das enzimas Prostaglandina-H-sintetases.
As enzimas contém dois sitios ativos: um sitio COX, onde o Acido Araquiddnico é convertido a
Prostaglandina G, (PGG,) e o outro que reduz PGG, a PGH,, através da atividade peroxidase. A
sonda € oxidada ao mesmo momento que ocorre a reducdo de PGG; a PGH,, formando um
composto detectavel pelo RPE, o CP (3-carboxi-proxi). Portanto, a intensidade do sinal gerado no

espectro é proporcional a atividade peroxidase das PGHS.



27

Para otimizar o encontro da sonda com as enzimas e desorganizar as membranas celulares,
as células foram submetidas a um ultra-som de ponta (ULTRASONIC CELL DISRUPTER,
VIRSONIC DIGITAL 475W) por 10 minutos. Apés 150 minutos em repouso, as amostras foram
submetidas a um forte campo magnético no aparelho de EPR (Bruker, Germany). O sinal resultante,
devido ao método utilizado na detecgdo, aparece no espectro sob a forma matemaética da derivada da
curva da absorcéo e a concentra¢do dos radicais livres presentes pode ser calculada atravées da area

sob a curva resultante.

Analise Estatistica

Os dados obtidos da atividade das enzimas COX-1 e COX-2 e da producdo de PGE, foram
analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis, seguidos pelo teste de Dunns. O nivel de
significAncia adotado foi de 5%. O software empregado na andlise foi o SigmaStat (Jandel

Corporation).
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3. RESULTADOS
3.1. Atividade das enzimas COX-1/COX-2 e Sintese de PGE;
3.1.1. Células do TAE

A pré-incubacéo das células do TAE com BN 52021 reduziu em 40% a formag&o do produto
CP (Fig.1-B), que esta diretamente relacionada a quantidade de radicais livres detectados pelo RPE.
A reducdo da atividade das ciclooxigenases foi acompanhada pela inibicéo significativa de sintese
de PGE,, que foi inibida significativamente pela utilizacdo de BN 52021 (Fig.2).

Apesar de Ibuprofeno ter reduzido em 46% a formacédo de radicais livres detectados pelo
espectro de RPE (Fig.1-C), a sintese de prostaglandina ndo foi inibida na mesma intensidade
(Figura 2).

A utilizacdo de Indometacina provocou reducéo de 62% na atividade das enzimas, detectada
pela formagdo do produto CP (Fig.1-D). Foi observado que a inibi¢do da atividade enziméatica levou
a uma forte reducdo nos niveis de PGE; em consequéncia do tratamento com Indometacina (Fig.2).

A atividade das ciclooxigenases frente ao tratamento com Meloxicam foi reduzida em 46%,
como pode ser observado pela intensidade do sinal (Fig.1-E), exatamente a mesma inibigdo causada
pelo Ibuprofeno. Da mesma forma, os dois tratamentos ndo reduziram significativamente a sintese
de PGE,.

A discreta reducdo de 39% na quantidade de CP causada pelo tratamento com Paracetamol

(Fig.1-F) foi correlacionada com a pequena inibicio de sintese de PGE; (Fig.2).
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Figura 1 — Espectro de RPE obtido das células do TAE (A), na presenca de BN 52021
(B), lbuprofeno (C), Indometacina (C), Meloxicam (D), Paracetamol (E) depois da
correcdo, para cada substancia, do background por autoxidacdo. Critérios do EPR:
Center Field: 3502,8 G; sweet time: 41,943 s; modulation amplitude: 0,5 G;
microwave powder: 1,013 mW.
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Figura 2 — Box-plot representando a concentracdo de PGE,(pg/mL) produzida pelas
células do TAE frente aos Tratamentos com BN 52021(BN), lbuprofeno (IB),
Indometacina (IN), Meloxicam (ME), Paracetamol (PA) e Tampéao Tris (TRIS).
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MDA-MB-231

A quantidade de CP formada foi reduzida muito discretamente, como pode ser observado na
Figura 3-B. Em consequéncia dessa fraca inibi¢do enzimatica, ndo ocorreu significante reducéo nos
niveis de prostaglandina (Fig.4) produzidas por essa linhagem.

A pré-incubacdo das células com Ibuprofeno reduziu em 50% a atividade das
ciclooxigenases (Fig.3-C), mas ndo inibiu com a mesma intensidade os niveis de PGE; (Fig.4).

A atividade enzimética foi fortemente inibida pela utilizacdo de Indometacina (Fig.3-D), que
foi acompanhada pela reducéo significativa nos niveis de PGE; produzidos pelas células (Fig.4).

A utilizagio de Meloxicam provocou reducéo de 43% na quantidade de CP formado (Fig.3-
E) sem, no entanto, inibir com a mesma intensidade a sintese de PGE..

Assim como aconteceu com as células do TAE, o tratamento com Paracetamol provocou
reducgdo discreta de 28% na atividade das ciclooxigenases (Fig.3-F) e, em consequéncia, ndo alterou

a producédo de PGE;pelas células MDA-MB-231.
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Figura 3 — Espectro de RPE obtido das células MDA-MB-231 (A), na presenca de BN
52021 (B), Ibuprofeno (C), Indometacina (C), Meloxicam (D), Paracetamol (E) depois
da correcdo, para cada substancia, do background por autoxidagao. Critérios do EPR:
center field: 3502,8 G; sweet time: 41,943 s; modulation amplitude: 0,5 G; microwave
powder: 1,013 mW.
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Figura 4 — Box-plot representando a concentracdo de PGE(pg/mL) produzida pelas
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MCF-7

O tratamento com BN 52021 provocou forte reducdo de 71% na concentragdo de CP gerado,
em consequéncia, a atividade das enzimas COX-1/COX-2 foi fortemente inibida (Fig.5-B). Essa
redugdo na atividade das enzimas refletiu na sintese de prostandides, pois 0s niveis de PGE;
também foram reduzidos significativamente (Fig.6).

A utilizagdo de Ibuprofeno provocou redugdo de 49% na atividade enzimética (Fig.5-C), a
qual foi acompanhada pela inibi¢do significativa na sintese de PGE; (Fig.6).

Foi de 67% a reducdo na quantidade de CP formada pelo tratamento com Indometacina
(Fig.5-D) e a sintese de PGE; foi significativamente inibida nesas células (Fig.6).

Meloxicam ndo alterou a quantidade de radicais livres formados e, por conseqliéncia, a
atividade das ciclooxigenases néo foi reduzida (Fig.5-E). O mesmo pode ser observado em relacéo
aos niveis de PGE; que ndo foram afetados pelo tratamento com essa droga (Fig.6)

Apesar de Paracetamol ser considerado fraco inibidor das Ciclooxigenases, provocou
reducédo de 41% na formacéo do produto CP (Fig.5-F) sem, no entanto inibir significativamente a

formacéo de prostaglandina (Fig.6).
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Figura 5 — Espectro de RPE obtido das células MCF-7 (A), na presenca de BN 52021
(B), Ibuprofeno (C), Indometacina (C), Meloxicam (D), Paracetamol (E) depois da
correcdo, para cada substancia, do background por autoxidacdo. Critérios do EPR:
Center Field: 3502,8 G; sweet time: 41,943 s; modulation amplitude: 0,5 G;
microwave powder: 1,013 mW.
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Figura 6 — Box-plot representando a concentracdo de PGEx(pg/mL) produzida pelas
celulas MCF-7 frente aos tratamentos com BN 52021(BN), lbuprofeno (IB),
Indometacina (IN), Meloxicam (ME), Paracetamol (PA) e Tampdo Tris (TRIS). *#,
**

p<0,05.
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Percentual de Inibicdo Enziméatica detectada por RPE e sintese de PGE;

Foi determinada primeiramente a concentragdo de radicais livres, obtida através da segunda
derivada sob a curva do espectro de RPE. As linhagens controle ndo receberam nenhum tratamento,
portanto, foi atribuida a elas 100% de atividade das ciclooxigenases. Assim, o percentual de
inibicdo foi determinado subtraindo a concentracdo de radicais livres diante do tratamento pela
concentracdo observada no grupo controle. Os valores de mediana se referem aos obtidos em

relacdo a dosagem de PGE,, em cada grupo. Os resultados estéo apresentados na tabela abaixo.

TAE |Mediana | MDA Mediana MCF-7 | Mediana
Controle 100% |2094 100% 2077 100% 2100
BN 52021 40% |911 8% 3258 71% 301
Ibuprofeno  [41% | 1139 50% 1139 49% 571
Indometacina | 72% | 317 58% 301 67% 310
Meloxicam |61% |1464 43% 2093 4% 1139
Paracetamol |55% |1321 28% 2751 41% 3258
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DISCUSSAO

As trés linhagens avaliadas sintetizaram PGE; em concentracdes diferentes.

A utilizacdo de diferentes classes de AINEs bem como de AR-PAF reduziu
heterogeneamente a atividade das ciclooxigenases e, como conseqliéncia, a sintese de PGE; nas
linhagens MDA-MB-231 e MCF-7 e nas células do TAE.

O antagonista do receptor de PAF, BN 52021, apesar de néo ter afinidade conhecida pelos
sitios cataliticos das enzimas, inibiu a atividade ciclooxigenase e a sintese de PGE; nas células do
Tumor Ascitico de Ehrlich e nas células da linhagem MCF-7. Por outro lado, ndo alterou os
mesmos parametros na linhagem MDA-MB-231. O mecanismo exato que esclarece a ligagéo entre
PAF e as ciclooxigenases ndo esta esclarecido, mas PAF pode se ligar a fosfolipase A, estimulando
a liberacdo de é4cido araquidénico, substrato preferido pelas COXs™. Ainda, receptores de PAF
estdo localizados nas membranas de organelas como o Reticulo Endoplasmatico, um dos locais que
as ciclooxigenases estdo presentes. Da mesma forma, em células normais, a ativagdo do receptor de
PAF induz expressdo de COX-2 e aumenta a liberagdo de PGE;,. De maneira inversa, o bloqueio do
receptor de PAF pode interferir através de feedback negativo, diminuindo a disponibilidade de AA,
substrato para a atividade das ciclooxigenases e, por consequiéncia, reduzindo a formacéo de PGH,.
Sendo esse intermediario precursor de todos os prostanodides, a sintese de PGE; diminuiria em
conseqiiéncia do tratamento com BN 520212,

Quando camundongos portadores de TAE foram tratados com BN 52021, o crescimento
tumoral foi reduzido em 80%. Da mesma forma, a liberacéo de PGE; pelas células do TAE, in vitro,

foi significantemente inibida quando tratadas com BN 52021%
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O que pode explicar a maneira pela qual BN 52021 afeta diferencialmente as linhagens
estudadas pode ser a presenca ou auséncia de receptores para PAF nas células tumorais. Diante do
que foi exposto, ha fortes evidéncias que as células do TAE e MCF-7 expressam receptores de PAF
e que BN funciona como substancia anti-tumoral por inibir a liberacdo de PGE-.

A atividade enzimatica foi reduzida pelo tratamento com lbuprofeno, nos trés tipos
celulares, praticamente na mesma propor¢do de 50%, como detectado pela RPE. No entanto, inibiu
significativamente a sintese de PGE; apenas na linhagem MCF-7. Este AINE inibe reversivelmente
COX-1 e COX-2, apesar de se ligar preferencialmente ao sitio de COX-1**. Como o ibuprofeno
compete com 4cido araquidbnico pelo sitio catalitico da enzima e essa interacdo é transitoria e
répida, a reducdo da atividade enzimatica, no momento avaliado, pode ou néo ser acompanhada
pela consequente inibicdo da sintese de prostaglandinas. Como lIbuprofeno reduziu a atividade
enzimatica em torno de 50% na linhagem MCF-7, estas células devem expressar tanto COX-1
quanto COX-2, pois a ligacdo preferencial ao sitio de COX-1 ndo inviabiliza a sintese de PGE;
através de COX-2. Assim, as outras duas células avaliadas, TAE e MDA-MB-231, talvez
expressem mais COX-2 que COX-1. Além disso, a expressdo de ProstaglandinaE-sintetase, que
completa a sintese de PGE,, ndo foi avaliada; dessa forma pode haver diferencas de expresséo dessa
enzima nas linhagens estudas. Apesar de ndo haver na literatura trabalhos avaliando a expressdo das
ciclooxigenases no TAE, as células MDA-MB-231 sintetizam muitas copias de COX-2. No entanto,
a utilizacdo de PCR em tempo real poderd confirmar o que hd na literatura, jA& que ocorrem
freqlientes alteracBes genéticas em células tumorais mantidas em cultura por longos periodos.

Indometacina, inibidor lento e reversivel de COX-1/COX-2, reduziu fortemente tanto a

atividade enzimatica quanto a sintese de PGE,, nos trés tipos celulares estudados.
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A inibicdo ocorre vagarosamente, tempo-dependente, porque a Indometacina penetra
profundamente através do canal hidrofébico de COX, preferencialmente COX-1, causando
alteraces conformacionais, mas sem provocar alteragdes quimicas no sitio catalitico™. Como a
avaliacdo da atividade das enzimas e da producdo de prostaglandina foi feita apds 24 horas que o
tratamento estava em contato com as células, houve tempo suficiente para que Indometacina
interagisse com o sitio catalitico de COX e, portanto, a sintese de PGE, foi coerentemente inibida
nas células avaliadas.

Como a Indometacina é considerada inibidor inespecifico das COXslG, somente com a
avaliagdo por RPE ndo é prudente sugerir qual ou quais enzima(s) € (sdo) expressa(s) nestas células
tumorais.

Meloxicam se liga reversivelmente as duas isoenzimas, mas preferencialmente a COX-
21718 Nas linhagens MDA-MB-231 e no TAE, o tratamento com meloxicam inibiu a atividade
enzimatica em torno de 45%, mas na linhagem MCF-7 a inibigdo foi insignificante. Em nenhuma
das linhagens avaliadas, Meloxicam provocou reducéo significativa nos niveis de PGE,. Em vista
dos resultados discutidos, provavelmente as células da linhagem MDA-MB-231 e do TAE
expressem ambas enzimas, no entanto, maior expressdao de COX-2. Ja a linhagem MCF-7 deve
traduzir pouca quantidade de proteina COX-2.

A utilizacdo de Paracetamol reduziu discretamente tanto a atividade enzimatica quanto os
niveis de PGE,. Este antiinflamatorio é classificado como fraco inibidor da atividade
ciclooxigenase, no entanto, é eficaz como analgésico e antipirético. Paracetamol parece exercer seus
efeitos principalmente no sistema nervoso central. Foi recentemente descrito como inibidor da
atividade de uma terceira COX, a COX-3. Esta enzima, assim como COX-1, é produto da atividade
do gene COX-1, mas que durante a maturagdo do RNA mensageiro, retém um intron a mais que

COX-1. COX-3 é abundante no cortex cerebral humano, de cdes e no tecido cardiaco humano®®.
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Como conseqliéncia, paracetamol inibe apenas discretamente a sintese de prostaglandinas.
Dessa forma, os resultados obtidos confirmam os j& descritos na literatura em relagdo a fraca

inibicdo das ciclooxigenases causada pelo tratamento com Paracetamol.
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CONCLUSOES GERAIS

1. Diante dos resultados que obtivemos, as linhagens MDA-MB-231, MCF-7 e as
células do Tumor Ascitico de Ehrlich sintetizam PGE;;

2. Provavelmente as células do TAE e da linhagem MCF-7 expressem receptores
para PAF, o que ndo ocorre com as células da linhagem MDA-MB-231;

3. A expressdo de COX-2 e COX-1 é diferente nas linhagens avaliadas;

4, A Ressonancia Paramagnética Eletrdnica ¢ uma técnica muito eficiente para

avaliacdo das ciclooxigenases.
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