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Resumo

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da interagao entre doxorrubicina e ciclofosfamida na linhagem celular
de carcinoma de mama MCF-7. Para isto, utilizamos o ensaio de Sulforodamina B (SRB) para a citotoxicidade,
citometria de fluxo para distribuicdo de células no ciclo celular e teste de micronucleos com bloqueio da
citocinese (CBMN) para mutagenicidade. Os resultados mostraram que a linhagem MCF-7 é mais sensivel a
doxorrubicina e quando combinada com ciclofosfamida apresenta uma potencializagdo do efeito. Todos os
tratamentos induziram parada em G2/M e aumento de células em SubG1. Além disso, somente o tratamento
combinado foi capaz de reduzir os valores de indice de proliferagdo com bloqueio da citocinese (CBPI) em relagdo
ao grupo controle negativo, indicando citotoxicidade e morte celular. Assim, este estudo mostrou que o
cotratamento com doxorrubicina e ciclofosfamida é mais efetivo que os agentes isolados e que este efeito esta
associado com bloqueio das células na fase G2/M do ciclo celular e indugdo de morte celular.

Palavras-chave: cancer de mama, doxorrubicina, ciclofosfamida, apoptose

Abstract

The aim of the study was to evaluate the effect of the interaction between doxorubicin and cyclophosphamide
on the MCF-7 breast carcinoma cell line. For this, we used the Sulforhodamine B (SRB) assay for cytotoxicity, flow
cytometry for cell cycle distribution and cytokinesis block micronucleus test (CBMN) for mutagenicity. The results
showed that the MCF-7 strain is more sensitive to doxorubicin and when combined with cyclophosphamide, it
has a potentiation of the effect. All treatments induced arrest in G2/M and cell growth in SubG1. Furthermore,
only the combined treatment was able to reduce the cytokinesis blocking proliferation index (CBPI) values in
relation to the negative control group, indicating cytotoxicity and cell death. Thus, this study showed that
doxorubicin and cyclophosphamide co-treatment is more effective than the agents alone and that this effect is
associated with G2/M phase arrest and induction of cell death.

Keywords: breast cancer, doxorubicin, cyclophosphamide, apoptosis

Introdugdo puberdade, mas com taxas crescentes na vida

posterior (LEl et al.,, 2021). No Brasil, quando

O cancer de mama é o tipo mais comum de cancer excluidos os tumores de pele ndo melanoma, o
que afeta as mulheres. Em 2020, foram cancer de mama é o tipo de cancer mais comum em
diagnosticadas 2,3 milhGes de mulheres com cancer mulheres de todas as regides, apresentando taxas
de mama, com 685.000 mortes em todo o mundo. mais elevadas nas regides Sul e Sudeste. Estima-se
O céancer de mama ocorre em todos os paises do que para o ano de 2023 haverd 73.610 novos casos,

mundo em mulheres de qualquer idade apéds a
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0 que equivale a uma taxa de incidéncia de 41,89
casos por 100.000 mulheres (INCA, 2022).

A idade é um dos principais fatores de risco para o
cancer de mama, mas também podem contribuir:
histérico familiar, alcoolismo, sedentarismo, fatores
enddcrinos, histéria reprodutiva, entre outros
(COLEMAN et al., 2008). O diagndstico nos estéagios
iniciais se da pelo autoexame das mamas, usado
para identificagdo da presengca de pequenos
nédulos; outro método, este mais especifico, é a
mamografia, na qual se tem a visdo interna do seio
em diferentes angulos, permitindo a detec¢do
precoce do cancer por poder identificar pequenas
lesdes em fases iniciais. Seis tipos de tratamentos
padrdes sdo usados para o cancer de mama, que
sdo: cirurgia, bidpsia do linfonodo sentinela,
radioterapia, quimioterapia, hormonioterapia e
terapia alvo (THE NATIONAL CANCER INSTITUTE,
2023).

Considerando ser uma doenga complexa, o cancer
de mama pode ser tratado de diversas maneiras,
sendo as principais: mastectomia, radioterapia,
quimioterapia, terapia hormonal, ou o tratamento
conjunto dessas terapias. Entre os principais
antineopldsicos utilizados para o cancer de mama
estdo a ciclofosfamida, o metotrexato, o taxol, o 5-
fluorouracil e a doxorrubicina. O tratamento
conjunto de doxorrubicina e ciclofosfamida é um
dos protocolos mais utilizados no mundo em
tumores em estagio inicial de cadncer de mama
(FISUSI; AKALA, 2019).

A doxorrubicina é um quimioterapico classificado
com antibidtico antineopldsico, pertencente ao
grupo das antraciclinas e foi isolado pela primeira
vez em 1967 de col6nias fungicas mutantes de
Streptomyces peucetus var. caesius (MA; MUMPER,
2013). Possui grande potencial citotéxico e é
utilizado no tratamento de diversos tipos de
neoplasias. Seu principal mecanismo de a¢do ocorre
pela inibicdo da transcricdo, sintese e replicagdo do
acido desoxirribonucleico (DNA), mas também pela
geracdo de espécies reativas de oxigénio. A
doxorrubicina estabiliza a topoisomerase-Il apds a
quebra da cadeia de DNA durante a replicagdo,
prevenindo a liberagdo da fita dupla e com isso
impedindo a replicacdo (POMMIER et al., 2010).
Pode ocorrer também, uma ativacdo nas vias de
apoptose quando ocorre uma falha na tentativa de
reparo do DNA, e o crescimento celular é inibido nas
fases G1 e G2 (TACAR; SRIAMORNSAK; DASS, 2010).

Utilizada como um agente imunossupressor e
antineopldsico, a ciclofosfamida é um agente
alquilante, pertencente a classe das
oxazafosfarinas, empregada no tratamento de
leucemias agudas, mielomas multiplos, artrite
reumatoide e diversos tipos de neoplasias. Possui

limitagdo quando usada como quimioterapico, pois
pode prejudicar o tecido normal e possui efeito
cardiotoxico. Um fator importante para avaliagdo
dos efeitos terapéuticos e toxicos da ciclofosfamida
é a necessidade de ativagdo metabdlica pelo
citocromo P450. Mostarda fosforamida e acroleina
sdo os dois metabdlitos ativos da ciclofosfamida. Os
efeitos antineoplasicos e téxicos da ciclofosfamida
estdo ligados a mostarda fosforamida e a acroleina,
respectivamente (SENTHILKUMAR et al., 2006). Por
ser um agente alquilante, atua ligando-se a base
guanina do DNA, no atomo de nitrogénio de
numero 7 do anel imidazdlico induzindo a inibigdo
da replicagdo do DNA, levando a morte celular
(IQUBAL et al.,2019).

A linhagem celular MCF-7 é a mais utilizada em
pesquisas referentes ao cancer de mama. Uma de
suas principais colaboragdes é a sua importancia
para os estudos do receptor de estrogénio alfa.
Relatos de que a regulagdo do fator de crescimento
do estrogénio poderia ser a explicagdo de como este
regula o ciclo celular, como também induz e reprime
alguns genes indicando uma alteragdio no
crescimento. Muito utilizada também para estudos
genOmicos por sua caracteristica de reproduzir
guantidade ilimitada de DNA e RNA (LEE;
OESTERREICH; DAVIDSON, 2015). A MCF-7 é uma
linhagem celular derivada de adenocarcinoma de
glandula mamaria humana que foi obtida de
paciente caucasiano com 69 anos. Além disso,
apresenta uma média de 82 cromossomos
(variando de 66 a 87) e super expressa receptor de
estrogénio (ATCC, 2023).

O mecanismo de ag¢do da doxorrubicina e da
ciclofosfamida sdo conhecidos, porém, os
mecanismos envolvidos na combinacao de ambos
ndo foram amplamente estudados. Nesse sentido,
estudos in vitro poderdo auxiliar a elucidar os
mecanismos de interagdo desses farmacos no
cancer de mama. Assim, o objetivo deste estudo foi
avaliar o efeito da interagdo entre doxorrubicina e
ciclofosfamida na linhagem celular de carcinoma de
mama MCF-7.

Materiais e Métodos

Linhagem celular e manutengdo das culturas

Foi utilizada a linhagem celular de adenocarcinoma
de mama humano MCF-7 adquirida da American
Type Culture Collection (Rockville, MD, EUA). As
células foram mantidas em frascos de cultura de 25
cm? com meio de cultura RPMI-1640 contendo L-
glutamina 2% (p/v) e soro fetal bovino 10% (v/v), a
37 °C em atmosfera de 5% de CO: e umidade de no
minimo 95%. As culturas celulares foram mantidas
em crescimento exponencial através do sub-cultivo
das células em meio de cultura.
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Avaliagdo da citotoxicidade

A linhagem celular MCF-7 foi inoculada em placas
de 96 pogos €, estabilizada por 24h e entéo, tratada
por 48h com concentragdes obtidas com base na
literatura (HANDAYANI et al., 2022; HERTZ et al.,,
2015). As concentragBes utilizadas para a
doxorrubicina foram 0,05, 0,10, 0,15, 0,20, 0,25,
0,30 uM e para ciclofosfamida 5, 10, 20, 40, 80, 160,
320 uM. O cotratamento foi realizado utilizando a
ICso da ciclofosfamida e as concentragdes descritas
anteriormente para doxorrubicina. Apds esse
periodo, as células foram fixadas em 4cido
tricloroacético (TCA; 50%) e coradas com
sulfurodamina B (SRB; 0,4%). O excesso de SRB foi
removido com 4cido acético (1%). O SRB ligado as
proteinas foi solubilizado com base trizma (10 mM,
pH 10,5). O SRB ligado é proporcional a densidade
celular e foi determinado através das absorbancias
medidas em comprimento de onda de 540 nm
usando um leitor de microplacas. Os resultados
foram corrigidos pelas absorbancias do background.
O perfil de dose-resposta foi utilizado para derivar
os valores de ICso, isto é, a concentragdo de droga
necessaria para inibir 50% do crescimento celular,
quando comparada aos controles sem droga. Os
valores de ICso de cada quimioterapico foram
utilizados para os testes com as combinag¢des das
drogas (SKEHAN et al., 2015).

Andlise do Ciclo Celular e Morte Celular

A distribuicdo das células nas fases do ciclo celular
apods os tratamentos foi determinada nas culturas
através de citometria de fluxo por coloracdo com
jodeto de propidio. Para isto, 5 x 10° células foram
lavadas, removidas dos frascos com tripsina/EDTA e
ressuspendidas em meio de cultura. A seguir foram
centrifugadas, lavadas em PBS gelado e fixadas em
etanol 70%. A seguir as amostras foram
centrifugadas e lavadas duas vezes com PBS e
tratadas com solugdo contendo citrato de sédio (3,4
mM), iodeto de propidio (20 pg/mL) e RNase A (100
pg/mL) por 30min, na auséncia de luz (RICCARDI;
NICOLETTI, 2006). A distribuicdo das células nas
fases do ciclo celular e percentual de morte foram
analisadas utilizando o citobmetro de fluxo Accuri Cé6
(BD Biosciences). Os resultados foram expressos em
percentual de células por fase do ciclo celular, e as
células em fase subG1 foram consideradas células
em apoptose/necrose.

Teste de micronucleos com bloqueio da citocinese
(CBMN)

Para a realizacdo dos experimentos, foi inoculada
uma concentracdo de 5x10° células/poco em uma
placa de 24 pocos, incubadas por 24h e submetidas
ao tratamento por 24h com as concentragbes de
ICso da doxorrubicina e ciclofosfamida (0,23 uM e
179 uM, respectivamente). Para a combinagdo

foram utilizados os valores de ICso dos dois agentes
de forma simultanea. O controle negativo foi o meio
de cultura completo. O ensaio CBMN foi realizado
de acordo com Fenech (2007) com pequenas
modificagGes. As células foram lavadas duas vezes
com solugdo salina HBSS e adicionada a citocalasina
B (Cyt-B) (Sigma-Aldrich) na concentragdo final de 5
ug/mL em meio de cultura completo. Apds 24 horas,
a Cyt-B foi removida e as células foram lavadas com
HBSS a 37°C, tripsinizadas, neutralizadas e coletadas
em citocentrifuga (Cientec) (5 min a 700 rpm) para
serem fixadas nas laminas, coradas (I/nstant-
Prov/Newprov®) e desta forma prontas para a
realizacdo das analises em microscépio dptico com
um aumento de 1000 x. O critério de selegdo, assim
como o de contagem de células binucleadas com
micronucleos (MN), pontes nucleoplasmaticas (PN)
e broto nuclear (BrN) foi definido de acordo com
Fenech (2007).

O parametro utilizado para a avaliagdo da cinética
celular foi o indice de proliferagdo com bloqueio da
citocinese (CBPI). Neste sentido, 500 células foram
analisadas por cultura e verificadas quanto a
frequéncia de células mono, bi, tri e multinucleadas.
A partir destes dados o CBPI foi calculado de acordo
com a férmula:

CBPI = [M1 + 2(M2) + 3(M3 + M4) / NT

Sendo assim, M1 - M4 representam o numero de
células com 1 - 4 nucleos e NT corresponde ao
numero total de células analisadas. A porcentagem
de inibicdo foi calculada de acordo com a férmula:
% de inibicdo da proliferagdo celular = 100-
100{(CBPIT -1) + (CBPIC - 1)}. Onde, CBPIT se refere
ao indice de proliferagdo com bloqueio da
citocinese do grupo tratado e CBPIC se refere ao
indice de proliferagdo com bloqueio da citocinese
do grupo controle.

Andlise Estatistica

As anadlises estatisticas foram realizadas com a
analise de variancia (one-way ANOVA) com o teste
post hoc de Dunnett’s. Os valores de p <0,05 e p <
0,01 foram considerados estatisticamente
significativos. Os testes foram realizados no
software Graphpad Prism® (Graphpad Software Inc;
versdo 5.01).

Resultados e Discussdo

Efeito citotoxico da doxorrubicina e ciclofosfamida
isoladas e em combinagdo

Apos 48h de exposicdo, os efeitos citotdxicos
(Figura 1) da doxorrubicina e da ciclofosfamida na
linhagem celular de adenocarcinoma de mama
MCEF-7 foram avaliados e definidos os valores de ICso
(Tabela 1).
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Figura 1. Inibi¢do do crescimento celular na linhagem celular de
carcinoma de mama MCF-7 pela doxorrubicina (O),
ciclofosfamida (A) ou combinagdo ciclofosfamida e

doxorrubicina (@) por 48 h. Os resultados sdo média + DP
(barras verticais; n = 6).

A doxorrubicina apresentou maior potencial
citotdxico, com o ICso de 0,23 + 0,02 uM, quando
comparada com a ciclofosfamida. Resultado
semelhante foi obtido por Osman et al. (2012), que
realizou um estudo sobre a modulagdo do efeito da
doxorrubicina pelo resveratrol em linhagem celular
de adenocarcinoma de mama MCF-7 mostrando um
efeito citotoxico da doxorrubicina isolada com ICso
de 0,41+ 0,10 pM.
Tabela 1 - Valores de ICso (WM; média = DP, n = 6) de
ciclofosfamida e doxorrubicina isoladas ou combinadas na

linhagem celular de adenocarcinoma de mama humano MCF-7
apos tratamento por 48 h.

1Cso (LM)
Ciclofosfamida 179,0+ 23,4
Doxorrubicina 0,23+0,02
Ciclofosfamida + Doxorrubicina 0,09 +0,01"

para a linhagem celular de cancer de mama MDA-
MB-231. Estas diferengas de valores estdo
associadas a variabilidade de caracteristicas
moleculares das linhagens celulares e ensaio
utilizados (KIRSON et al., 2009).

A combinagdo da ciclofosfamida com a
doxorrubicina reduziu o ICso da doxorrubicina em
aproximadamente 2,5 vezes, sugerindo que a
ciclofosfamida  potencializa o efeito da
doxorrubicina (Tabela 1; Figura 1). Este é o primeiro
estudo, in vitro, utilizando essa combinagdo e
sugerindo uma interagdo entre elas.

Efeito dos Tratamentos no Ciclo Celular e Morte
Celular

Para identificar o mecanismo de a¢do envolvido na
interacdo entre os dois antineoplasicos avaliamos a
distribuicdo das células nas fases do ciclo celular
utilizando ICso da ciclofosfamida e doxorrubicina,
isolados ou na forma de cotratamento. Os
resultados (Tabela 2) demonstraram que no
controle ndo tratado o maior percentual de células
(73,3 + 2,9 %) se encontrava na fase GO/G1 e um
pequeno percentual encontrava-se na fase Sub G1
(1,8 £ 0,4), que representa fracdo de células onde
ocorreu fragmentagdo de DNA, indicativo de células
em apoptose/necrose (MANOHAR; SHAH; NAIR,
2021). Nesse sentido, PATEL et al. (2015), ao
analisar o efeito da curcumina no ciclo celular,
utilizando a linhagem MCF7, determinou que sem
tratamento a linhagem encontra-se em maior
percentual na fase GO/G1 do ciclo celular.

Tabela 2: Efeito do tratamento com ciclofosfamida e
doxorrubicina isolados ou combinados sobre a distribui¢do das
células nas fases do ciclo celular da linhagem celular de
adenocarcinoma de mama MCF-7 Os resultados estdo
representados como percentual de células nas fases do ciclo
celular (média + desvio padrdo, n = 3).

GO/G1(%) S (%) G2/M (%) SubG1 (%)

*Diferente dos tratamentos com os agentes isolados (p<0,05)

A ciclofosfamida é comumente utilizada para o
tratamento de varios tipos de cancer, sendo mais
potente apds a conversao para sua forma ativada
pelo figado. Um recente estudo comparou a
toxicidade da cantaridina em relagdo aos principais
quimioterapicos utilizados em cdncer de mama,
demonstrou que as linhagens celulares de
adenocarcinoma de mama MCF-7 e MDAMB-231
apresentaram-se mais resistentes em relacdo a
ciclofosfamida (KERN; SCHROEDER, 2014) Assim
como no nosso estudo, onde a ciclofosfamida
mostrou menor potencial citotdxico, com um ICso de
179,0 + 23,4 uM (Tabela 1; Figura 1). Em outro
estudo, foi encontrado um valor de ICso de 6600 UM

Controle 73,3+2,9 7,4£2,1 13,8+1,1 1,8+0,4

Ciclofosfamida 373+15" 10,2+0,9 43,2+3,1 5,5+0,3"

Doxorrubicina 41,4+1,3" 55%0,5 43,5+3,7" 4,8+0,6"

Ciclofosfamida+ 38,1+1,9° 7,1+21 45,1+2,5" 6,607 %"
Doxorrubicina

*Diferente do controle (p<0,05); #Diferente do tratamento
isolado com ciclofosfamida (p < 0,05); 'Diferente do tratamento
isolado com doxorrubicina (p < 0,05).

Por outro lado, as células tratadas com doxorrubicina,
ciclofosfamida ou a combinagio de ambos
apresentaram um maior percentual de células nas
fases G2/M, ndo demonstrando diferenca significativa
se comparadas entre si (Tabela 2). Nesse sentido, foi
demonstrado nas linhagens MCF-7 e NIH3T3, que as
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células ndo tratadas apresentavam aproximadamente
70% de células em fase GO/G1 e apds tratamento com
doxorrubicina foi verificado uma reducdo do
percentual de células na fase GO/G1 e um aumento do
numero de células nas fases S e G2/M (TOMANKOVA
et al, 2015). Outro estudo demonstrou que a
doxorrubicina, na linhagem de cancer de mama MCF-
7, inibe a proliferagdo celular através de parada do
ciclo celular na fase G2/M, levando a morte celular
(WEI; XIAOJUN; PEILONG, 2021). Um estudo avaliando
a sensibilidade de células de cancer de mama humano
MCF-7 em relagdo a ciclofosfamida, concluiu que este
composto gerou um atraso na progressao da fase S e
parada na fase G2/M do ciclo celular, possivelmente,
em consequéncia de ligagdes cruzadas no DNA (KHAN
et al., 2019). Demonstramos também que todos os
tratamentos também mostraram um aumento de
células na fase SubGl, quando comparadas ao
controle (Tabela 2). Além disso, a combinagdo
apresentou um numero maior de células em SUbG1
quando comparada com os tratamentos isolados
(Tabela 2), sugerindo que o efeito observado esteja
associado com aumento de morte celular. Nesse
sentido, Pondugula et al. (2022) demonstraram, em
modelo animal, que a combinag¢do de doxorrubicina
com ciclofosfamida aumentaram a atividade da
Caspase-3, indicando um aumento de apoptose
guando comparado com o grupo nao tratado.

Efeito Mutagénico dos Tratamentos

Os resultados referentes a avaliagdo da
mutagenicidade e citotoxicidade associada aos
tratamentos doxorrubicina e ciclofosfamida
isolados ou combinados em linhagem celular de
adenocarcinoma de mama MCF-7 estdo
representados na Tabela 3.

Tabela 3: Efeito do tratamento com Doxorrubicina (ICso) e
Ciclofosfamida (ICso) isolados ou combinados sobre frequéncia
de micronucleos (MN/500 BN) e células apoptdticas (AP),
células necroticas (NEC) e indice de proliferagdo com bloqueio
da citocinese (CBPI) em 500 células da linhagem celular de
adenocarcinoma de mama MCF-7. Os resultados estdo
representados como média + desvio padrdo, n=4.

MN/500BN AP NEC CBPI
Controle 52£22  150$39  9,5+19 1,63£0,02
Ciclofosfamida 11069  39,8#51*  72,5:65%  1,77:0,10"

23$15 187491  129,7437,0% 1,29%0,12"

Doxorrubicina

1,0+0,01*  17,3%9,7 25,3+10,2"

Ciclofosfamida+
Doxorrubicina

1,04+0,02"

*Diferente do controle (p<0,05); *Diferente do tratamento
combinado (p < 0,05).

O indice de proliferagdo com bloqueio da citocinese
(CBPI) e a porcentagem de inibigdo foram
calculados tanto para a doxorrubicina quanto para
a ciclofosfamida. O tratamento combinado foi capaz
de reduzir, significativamente, os valores de CBPI
em relagdo ao grupo controle negativo. A
combinagdo dos dois agentes apresentou um baixo
numero de células binucleadas, podendo sugerir
gue este tratamento inibiu a divisdo celular antes
mesmo da agdo da citocalasina B (Tabela 3).

A ciclofosfamida isolada mostrou um alto potencial
de indugdo a apoptose (Tabela 3). Resultado que
pode ser comparado com um estudo utilizando o
ensaio de TUNEL em células de ovario de
camundongos da linhagem C57BL/6, tratadas com
ciclofosfamida, demonstrou que o tratamento leva
a hiperativacdo do sinal de apoptose (CHEN et al.,
2016). Diferente do controle e do tratamento
combinado, a doxorrubicina na concentracdo de
ICso apresentou um alto indice de necrose (Tabela
3). A producgdo de radicais livres induzidos pela
doxorrubicina pode ser uma das vias de indugdo de
necrose deste quimioterapico. Isso pode ser
explicado pelo aumento da concentragdo de calcio
mitocondrial resultando em uma diminuicdo de
ATP. Os danos no DNA mitocondrial, somados a
disfuncdo da mitocondria, respiracdo e falta de ATP
induzem as células a necrose (MEREDITH; DASS,
2016).

Conclusoes

Os resultados obtidos apds a avaliagdo do efeito da
doxorrubicina e ciclofosfamida em tratamentos
isolados ou combinados na linhagem celular de
cancer de mama humano MCF7 mostraram que a
linhagem MCF7 apresentou maior sensibilidade a
doxorrubicina, necessitando maior concentragao?
De Ciclofosfamida para atingir o mesmo potencial
citotdxico. Quando os agentes sdo combinados
sugerem um efeito sinérgico e este efeito pode
estar associado com a capacidade de induc¢do de
morte por apoptose e/ou necrose.
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