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RESUMO

O tamoxifeno é um agente anti-estrégeno nao esterdide utilizado como adjuvante no
tratamento do cancer de mama e atualmente também no tratamento preventivo de mulheres
com elevado risco potencial para o desenvolvimento dessa doenca. Tal medicamento, a
despeito da comprovada acdo antineopldsica no tecido mamario, estd associado ao aumento
da incidéncia de cancer endometrial nas pacientes tratadas, dentre outros efeitos colaterais.
Portanto, existe a necessidade que as acdes do tamoxifeno nas propriedades dos diferentes
tipos celulares sejam amplamente investigadas para a melhor compreensdo das mesmas.
Células da linhagem Vero, consideradas ndo tumorais, foram utilizadas devido as suas
caracteristicas de crescimento e comportamento, sendo recomendadas para estudos de
citotoxicidade e transformacao celular. Portanto, este trabalho teve como objetivo analisar
as agdes do tamoxifeno in vitro, em cultura de células Vero, com maior enfoque na
transformagdo celular. As células Vero foram expostas a diversas concentracdes de
tamoxifeno e este exerceu acdes citotoxica e transformante, de forma dose dependente. Em
resposta imediata ao tratamento com 5puM de TAM por 24 horas as células Vero
apresentaram um aumento da proliferacdo celular enquanto um efeito citotéxico foi
evidenciado em concentragdes mais elevadas. O tratamento com 30uM / 24 horas
demonstrou ser a menor dose transformante e a linhagem celular originada por esse
tratamento, denominada Vero T30, foi estabelecida para os estudos subseqiientes. Essa
concentracdo de tamoxifeno pode causar morte em células Vero por apoptose, sendo que
células remanescentes apresentaram, diferentemente do controle, crescimento em multiplas
camadas, comportamento esse relacionado a transformacao celular in vitro. O padrdo de
distribuicdo de fibronectina das células normais e transformadas € aparentemente
semelhante, porém as diferencas nas taxas de apoptose, aliadas a perda de inibi¢do de
crescimento por contato podem indicar que realmente trata-se de duas populagdes celulares
distintas. Portanto, o tamoxifeno por um processo relacionado a sua toxicidade pode causar
transformag¢dao morfolégica em células Vero in vitro, fendmeno este que pode estar

relacionado ao desenvolvimento neopldsico in vivo.
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ABSTRACT

Tamoxifen is a non-steroidal antiestrogen agent used as an adjuvant in the treatment
of breast cancer and also in the preventive treatment of women with high potential risk to
develop this disease. This medicament, despite its proved breast antineoplasic action, is
associated to the increase of endometrial cancer, among others side effects. Therefore, there
is the need of a wide investigation on the actions of the tamoxifen in the properties of
different cellular types for a better comprehension of those actions. Vero cells line, which is
non-tumoral, was used due to their growth and behavior pattern, being recommended for
studies of cytotoxicity and cellular transformation. Hence, this work aimed to analyze the in
vitro actions of the tamoxifen on Vero cells in culture, focusing cellular transformation.
Vero cells were exposed at several tamoxifen concentrations, which has had cytotoxic and
transformer actions, in a dose dependent manner. In immediate response to the treatment
with S5uM tamoxifen / 24 hours Vero cells presented an increase in cellular proliferation
whereas was observed a cytotoxic effect in more elevated concentrations. Treatment with
30uM tamoxifen/ 24 hours demonstrated to be the lower transformer dose and the cell line
originated through this treatment, named Vero T30, was established for subsequent studies.
This latter tamoxifen concentration can cause death by apoptosis in Vero cells but the
remaining cells presented, differently from control, multi-layered growth; which is a
behavior related to in vitro cellular transformation. The pattern of fibronectin distribution
on normal and transformed cells was similar but the differences in the apoptosis rates,
associated to the lost of contact inhibition can really indicate that there are two different
cellular populations. Therefore, tamoxifen can cause in vitro morphological transformation,
a phenomenon that can be related to in vivo neoplasic development by a process related to

its toxicity.
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CAPITULO 1



1. INTRODUCAO

1.1 Carcinogénese quimica e transformacio celular
1.1.1. Histérico

As primeiras observacdes associando produtos quimicos com céancer foram feitas
por John Hill, em 1761, quando notou a ocorréncia de cancer nasal em pessoas que
aspiravam “rapé” (tabaco em p6) excessivamente. Em 1775, o médico inglés Percival Pott
reconheceu que a alta incidéncia de cancer escrotal em limpadores de chaminés
correlacionava-se com a exposi¢do continua desses trabalhadores a fuligem e alcatrdo.
Posteriormente, na Alemanha, o médico Rehn reportou em 1895 o desenvolvimento de
cancer da bexiga urindria em trabalhadores da indudstria de corantes, os quais eram
freqiientemente expostos a aminas aromdticas e azo-compostos. As evidéncias de que
substancias quimicas poderiam causar cancer em humanos direcionaram pesquisas
inicialmente feitas em animais. No inicio do século XX, pesquisadores conseguiram induzir
carcinoma de pele nas orelhas de coelhos pela repetida aplicacdo de alcatrao de hulha
(RUDDON, 1987). Atualmente, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, como o
benzo(a)pireno e o 7,12-dimetilbenz(a)antraceno, foram isolados desses produtos de
combustdo e identificados como agentes carcinogénicos (KIM et al., 1998; VON
TUNGELN et al., 1999). Nas décadas de 60 e 70, J.A. Miller e E.C. Miller descobriram
que carcindégenos quimicos estdveis sofriam um processo de ativacdo metabdlica por

enzimas normalmente envolvidas na detoxificacdo de compostos xenobidticos, originando

espécies quimicas altamente reativas (eletréfilos) (BERTRAM, 2001).

Desde esses primeiros estudos, outros diversos componentes quimicos vém sendo
identificados como carcinogénicos, os quais tém sido classificados como tumorigénicos
através de diferentes linhas de investigacdo, como estudos epidemioldgicos, ou pela
investigacdo na etiologia de outras doencas humanas ou ainda, a partir de bioensaios
rotineiros. Tais linhas de investiga¢cdo evidenciaram que alguns tipos comuns de cincer sao

provavelmente causados por uma grande variedade de agentes quimicos produzidos ou



naturalmente presentes na nossa alimenta¢do e amplamente distribuidos no meio ambiente

(HEIDELBERGER et al., 1983).

Os primeiros relatos sobre a a¢do de carcindgenos quimicos em células em cultura
datam o inicio da década de 1940. Earle e seus colegas observaram que fibroblastos obtidos
de camundongos da linhagem C3H apds serem expostos ao carcindégeno quimico 20-
metilclorantreno apresentavam alteracdes citolégicas semelhantes aquelas vistas em células
cancerosas. Esses fibroblastos quando reinjetados nos camundongos C3H produziam
sarcomas, que eventualmente matavam os animais (RUDDON, 1987). As pesquisas nessa
drea tomaram impulso somente 20 anos depois, quando Berwald e Sachs demonstraram que
células embriondrias de hamster podiam ser transformadas por hidrocarbonetos policiclicos

aromaticos e que tal sistema poderia ser quantificado (HEIDELBERGER et al., 1983).

Tal modelo de investiga¢ao estimulou um campo de estudo extraordindrio, onde os
carcinégenos quimicos associados a cultura celular representam uma ferramenta valiosa,
pois permitem o estudo dos mecanismos envolvidos no processo carcinogénico, assim
como da sua quantificacdo e comparacdo. Este campo de estudo refere-se a transformagao
celular, muitas vezes também chamada por alguns autores de carcinogénese ou oncogénese
em cultura celular. Assim, uma grande variedade de sistemas reproduziveis, e que
possibilitam ensaios quantitativos para se referir ao potencial carcinogénico de
determinados agentes quimicos, vém sendo continuamente desenvolvidos e implementados
com o objetivo de se conhecer o processo carcinogénico e identificar os agentes indutores,

assim como agentes quimioterapicos (HEIDELBERGER et al., 1983).
1.1.2. Transformacao Celular

A transformacdo traz a vantagem de ser um sistema onde a seqiiéncia biolgica dos
eventos possui semelhanga aquela que ocorre na carcinogénese. O tratamento de células em
cultura com agentes oncogénicos tornou-se o meio mais facil, objetivo e controlado de
estudar-se alteracdes celulares que conduzem a transformagdo maligna. Em contraste, na
transformacgdo maligna in vivo existe a dificuldade em determinar qual a participacdo dos

inimeros fatores, tais como o estado nutricional do animal, niveis de hormonios, infec¢des



com microorganismos ou parasitas, nos eventos carcinogénicos (SIVAK & TU, 1984;

RUDDON, 1987).

A transformagdo celular envolve mudangas num grande conjunto de propriedades,
podendo causar alteracOes nas interacOes célula-célula (LOEWENSTEIN, 1979;
KLAUNIG & RUCH, 1990; REN et al., 1990; YAMASAKI, 1990), célula-substrato
(MURRAY et al., 1980; KESKI-OJA et al., 1985; NERMUT, 1991) e célula-meio
(HOLZER et al., 1986; CROSS & DEXTER, 1991), induzindo mudangas no
comportamento e padrio de crescimento em cultura. Como a transformacdo celular
apresenta relacdes com o processo de carcinogénese e pode ser induzida por diferentes
agentes (IARC/NCI/EPA Working Group, 1985), ela tem sido grandemente estudada como

analogo ao desenvolvimento neoplasico.

Existem muitas mudangas que podem ser induzidas em cultura celular por
carcinégenos, e para as quais existem evidéncias de associacdo com o fenétipo celular
neopldsico. A transformacdo celular in vitro pode muitas vezes estar acompanhada de
modificacdes nas caracteristicas de crescimento como: aquisi¢do de independéncia de
ancoragem, perda da inibi¢do por contato, diminuicdo da necessidade nutricional, estando
estas caracteristicas geralmente, mas ndo obrigatoriamente, correlacionadas com a

tumorigénese (SMETS, 1980; WIGLEY, 1990; BISHOP, 1991; GENARI et al., 1998).

A eficiéncia com a qual certos carcindgenos quimicos transformam as células em
cultura, levando-as a independéncia de ancoragem, vem sendo utilizada como teste de
escrutinio rapido para avaliar compostos quimicos que possam ter potencial carcinogénico

(WIGLEY, 1990).

Entre as alteragdes comportamentais mais freqlientemente observadas depois da
transformagdo estd o crescimento celular em madaltiplas camadas, indicando a perda de
inibicdo por contato (ABERCROMBIE, 1979; GENARI et al., 1996; 1998; GENARI &
WADA, 2000). A transformagdo celular geralmente estd associada a alteracdes no
complemento cromossdmico, podendo apresentar mudangas no grau de ploidia celular ou

aberragdes cromossdmicas individuais (BIANCHI & AYRES, 1971; BIEDLER, 1976;



GILVARRY, et al., 1990; MATSUOKA, et al., 1998; GENARI & WADA, 1995; 2000;
2003).

Algumas modificacdes nas propriedades celulares decorrentes da transformacao
envolvem alteragdes dos componentes e/ou funcOes da superficie celular. Nas células
transformadas vdarias proteinas e glicoproteinas de superficie estdo presentes em
concentracdoes reduzidas ou mesmo ausentes (HYNES, 1990). Entre essas proteinas
encontra-se a fibronectina, uma proteina da matriz extracelular que desempenha varias
fungdes, como na migracdo, adesdo ao substrato e no espalhamento celular, e
freqiientemente estd presente em quantidades reduzidas apds a transformacgdo induzida por
diferentes agentes (HAYMAN et al., 1981; ALITALO et al., 1982; NERMUT et al., 1991)
e em culturas celulares provenientes de certos tipos tumorais (MURRAY, 1980; HYNES,
1990). Alguns estudos indicam ainda que o decréscimo dessa proteina pode ser
conseqiiéncia da diminui¢ao de sua sintese ou a inabilidade desta célula transformada em
reter a fibronectina na sua superficie (CHEN et al., 1984; 1987; HYNES, 1990). Essas
modificagdes acabam interferindo no processo de adesdo, levando alguns tipos celulares
transformados a crescer em suspensdo (sem se fixar a um substrato) ou apresentando
menores indices de adesio (HAYMAN et al., 1981; COOK & CHEN, 1988; GENARI et
al., 1998).

As alteragdes morfoldgicas e de adesdo em fungdo da transformacao celular podem
estar relacionadas ainda, ao citoesqueleto, uma vez que este se encontra associado a
manutencdo da forma celular assim como aos elementos de matriz extracelular
(CASELITZ et al., 1981; BEN-ZE’EV, 1985; 1987; BUTTON et al., 1995; HANSEN et
al., 2000).

Assim, o objetivo da transformacdo € entender a tumorigénese em organismos
vivos, assim como os eventos moleculares envolvidos nesse processo (SMETS, 1980;

BISHOP, 1991).



1.1.3. Mecanismos de transformacao

A carcinogénese pode ser considerada como a aquisicdo de um diferente estado de
constancia celular em relagdo a normalidade, no qual as células ndao respondem de forma
convencional aos mecanismos homeostaticos. Perturbacdes do DNA celular sdo essenciais
para a carcinogénese, entretanto somente tais perturbacdes por si mesmas nao Sao
suficientes para causar transformacgdo neopldstica em todos os casos. Portanto, as células
emergentes do clone neoplastico acumulam uma série de mudancas genéticas ou
epigenéticas que direcionam modificacdes na atividade génica e conduzem a um fen6tipo

alterado sujeito a selecio (BERTRAM, 2001; PONDER, 2001).

De maneira geral, o desenvolvimento neoplasico € definido como uma seqiiéncia de
eventos, distribuidos em iniciacdo, promogdo e progressdo. A fase de iniciacdo consiste
em uma alteracdo irreversivel em uma célula normal caracterizada pela capacidade
intrinseca de crescimento auténomo. Isso implica modificagdo do DNA celular em um ou
mais sitios gendmicos que culminard em um evento mutacional e hereditdrio. A fase de
promog¢do € caracterizada pelo desenvolvimento clonal das células iniciadas e, portanto
pela fixacdo do genoma mutado em células tumorais. A variabilidade genética adquirida
dentro do clone original de células tumorais, favorecendo a sele¢do seqiiencial de
sublinhagens celulares mais agressivas (invasivas, metastdticas, resistentes a drogas) e
conseqiientemente com vantagens de crescimento em relacdo a células normais resultaria

na fase de progressdo (HASCHEK & ROSSEAUX, 1998; WILLIANS, 2001).

A iniciacdo por carcindgenos quimicos pode gerar eventos mutacionais. Tais
substancias podem ligar-se covalentemente a sitios de DNA formando aductos. Alguns
desses carcindgenos quimicos como o0s ‘“agentes alquilantes” podem reagir diretamente
com DNA, enquanto a outros, para tal, € necessdria a ativacdo metabdlica por enzimas,
como por exemplo, do sistema citocromo P450 de monooxigenases. A principio, esse
conjunto enzimatico teria a fungdo de detoxificac@o por tornar seus substratos mais polares,
contudo esse processo pode implicar também na producdo de espécies eletrofilicamente

reativas. Por exemplo, agentes como a metilnitrosuréia e etilnitrosouréia podem formar



aductos de DNA diretamente (JANSEN et al., 1994; RAJEWSKY et al., 2000), ao passo
que N-nitrosodietilamina (AIUB et al., 2003) e dibenzo[a]pireno (DIAMOND et al., 1980;
BUTERS et al., 2002) necessitam ser metabolicamente ativados. Em ambos os casos, a
forma reativa do carcinégeno (eletrofilo) € deficiente em elétrons e pode interagir ndo-
enzimaticamente com sitios ricos em elétrons (nucledfilos) que ndo se limitam
exclusivamente ao DNA, mas também RNA e proteinas. As células em geral, possuem
eficientes sistemas enzimdticos de reparo ao DNA danificado (RAJEWSKY et al., 2000),
além de proteinas de regulacao do ciclo celular, como a p53, que impedem a replicacdo até
que o reparo tenha se completado ou ainda, se o dano for de grande extensdo, induzem a
célula a morte celular programada (apoptose) (BERTRAM, 2001). Porém, se nado
devidamente reparados, os aductos provocam distor¢des configuracionais ou
conformacionais no DNA que podem levar a uma infidelidade em sua replicagdo, gerando

mutacdes.

Carcinégenos quimicos podem também estar atuando através da producdo de
aberragOes cromossOmicas numéricas e/ou estruturais. Alteracdes na ploidia e amplificagdao
génica podem resultar em superexpressdo ou expressdo inapropriada de um gene
especifico; quebra cromossdmica e recombinacdes levam a perda de gene ou sua fusdo com
outro gene resultando em uma proteina quimérica com funcio alterada (ALADJEM &
LAVI, 1992; SARGENT et al., 1996; SASAKI et al., 1998; PIHAN & DOXSEY, 1999;
CASTELLONE et al., 2003). Esses desequilibrios sdo freqiientes em populacdes celulares

neoplésicas.

Eventos epigenéticos ou que nao causam alteragdes gendmicas estruturais também
podem atuar de forma a resultar em neoplasia ou podem contribuir com 0s mecanismos
genéticos para que isso ocorra. Carcindégenos epigenéticos ou nido genotoxicos podem
interferir em processos regulatérios intracelulares de controle da proliferacdo, morte e
diferenciacdo. Dentre os mecanismos propostos para a acdo dessas substancias estdo o
bloqueio da diferenciacdo celular (ISFORT, 2000), bloqueio da comunicacao intercelular
(YAMASAKI, 1990; 1996), mudangas irreversiveis na transcricdo do DNA, metilacdo
alterada (PONDER, 2001; SHIRAISHI & SEKIYA, 2002), toxicidade cronica com



continuo aumento da proliferacdo celular (MIYAGAWA et al., 1998) e efeitos hormonais

(IMAGAWA et al., 2002).

Carcinégenos quimicos podem atuar igualmente através da ativacdo de viroses
oncogénicas latentes. O Epstein-Barr virus, associado com carcinoma nasofaringeal,
expressa a proteina-1 latente de membrana (LPM1); ratos transgé€nicos que expressam essa
proteina em sua epiderme, quando tratados com carcindégenos quimicos, desenvolvem
papilomas (lesdes benignas) (CURRAN et al., 2001). Fibroblastos NIH 3T3 em cultura
infectados com virus HPV 6 (encontrado em lesdes genitais benignas), e expostos a N-
metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina formam tumores em camundongos imunodeficientes

(MITRANI-ROSENBAUN & TSVIELI, 1992).

Alteracdes celulares que comumente culminam em transformacdo neopléstica
freqiientemente estdo vinculadas a expressao inapropriada de genes ou ainda a inativagao
do gene ou seu produto protéico. Genes (protooncogenes) que normalmente estdo
envolvidos em caminhos de sinalizacdo que estimulam a proliferacdo celular quando
mutados podem causar transformacdo e sdo denominados oncogenes. Os oncogenes
causam alteragcdes celulares ou por serem expressos excessivamente ou por expressarem
produtos hiperativos (SANTOS JR & WADA, 2001). J& os genes “supressores de tumor”,
os quais codificam para proteinas que normalmente atuam nos “checkpoints” do ciclo
celular ou na morte celular, podem estar inativados em populacdes celulares neoplasicas
(BISHOP, 1991). Evidéncias apontam que mutagcdes no oncogene ras, presente em tumores
mamarios de ratos, poderiam ser causadas pelo carcinégeno metilnitrosuréia e que,
possivelmente, estaria associado a ativacdo de outros oncogenes de maneira tecido-alvo
especifica (SUKUMAR & BARBACID, 1990). Por outro lado, mutacdes no gene
supressor de tumor p53 sdo freqiientes em tumores pulmonares de fumantes e existem
indicios de que essas mutagdes sejam causadas por um dano direto ao DNA pelos
carcinogenos do cigarro (HAINAUT & PFEIFER, 2001). Muta¢des em gene p53 ocorrem
em 30 a 60% dos canceres de bexiga humanos; o espectro mutacional de p53 nesses

canceres possui elevada correlacdo com a localizacao de aductos de DNA induzidos pelo 4-



aminobifenil (um importante agente etioldgico do cancer de bexiga) em p53 (FENG et al.,

2002).

Portanto, carcindgenos quimicos podem atuar em todas possiveis multiplas etapas
da carcinogénese, como iniciacdo, promog¢do e progressdo, contribuindo para o

desenvolvimento ou para a inducao do fenétipo transformado.

1.2. ((Z)-1-{4-[2-(dimetilamino)etoxi]fenil }-1,2-difenil-1-buteno ): tamoxifeno (TAM)

HN_A‘\\_/D
|

Tamoxifeno

Desde 1896, quando George Beatson demonstrou que a ovarectomia induzia a
regressao de tumores mamarios em mulheres, o objetivo da terapia enddcrina para o cancer
de mama tem sido privar o corpo humano de estrogénio. Até meados da década de 70
métodos cirdrgicos como a prépria ovarectomia, a hipofisectomia ou a adrenalectomia eram
os recursos utilizados para obter diminui¢do da secrecao de estrégeno e, por conseguinte a
regressdo do cancer de mama estrogeno-dependente. A necessidade desses procedimentos
foi reduzida com a introdu¢do da droga tamoxifeno (TAM), cuja eficécia foi primeiramente
descrita em 1971 em um estudo clinico realizado por Cole e colaboradores (CLARKE et
al., 2001). Em 1977 foi aprovado pela Food and Drug Administration como droga de
escolha para o tratamento de mulheres com cancer de mama avancado e alguns anos mais

tarde como tratamento adjuvante do cancer de mama primdrio (OSBORNE, 1998).

Devido a sua atividade antiestrogénica no tecido mamério, o TAM vem sendo
utilizado no tratamento enddécrino de tumores mamadrios receptor de estrégeno (ER)
positivos e ER indefinidos, causando uma reducdo de até 47% na incidéncia de tumores

contralaterais (EBCTCG, 1998) em pacientes previamente diagnosticadas para essa



neoplasia sendo que naquelas que possuem mutacao no gene BCRA1 ou no BCRA2, essa
redu¢do pode chegar a 75% (NAROD et al.,, 2000). Essa droga também vem sendo
estudada em testes clinicos para tratamento preventivo de mulheres saudaveis que
apresentam risco potencial elevado para o desenvolvimento do cancer de mama (KING,
1995). Considerando-se os estudos isoladamente, os resultados sdo ainda contraditorios
quanto a redugdo da incidéncia da malignidade através da profilaxia pelo TAM, mostrando
beneficios nos Estados Unidos (FISHER et al., 1998), mas nao no Reino Unido (POWLES
et al 1998) e na Itdlia (VERONESI et al, 1998). Porém Cuzick et al. (2003), em uma
revisdo analitica dos mais recentes e maiores testes clinicos que incluem resultados sobre a
acdo preventiva do TAM, concluiram que a droga reduziu em 38% a incidéncia de cancer

de mama.

O TAM ¢€ um trifeniletileno ndo esterdide que possui propriedades anti-estrogénicas
e estrogénicas e devido a essas atividades antagonistas e agonistas ao estrogénio essa droga
¢ classificada como um SERM (modulador seletivo de receptor de estrogénio) (PHILLIPS,
2001). Além do efeito antiestrogénico na glandula mamadria, sua atividade estrogénica
resulta em aumento da densidade Ossea em mulheres pos-menopausa e reduz as
concentragdes séricas de colesterol total e LDL (low density lipoprotein) (OSBORNE,
1998). As propriedades farmacoldgicas benéficas relacionadas ao carater estrogénico do
TAM t€m promovido o desenvolvimento de novos SERMs, como o toremifeno e o
raloxifeno, drogas que poderiam prevenir a osteoporose € o cancer de mama (PHILLIPS,

2001) e que possuissem menos efeitos colaterais.

Todavia, trabalhos recentes mostram que o TAM pode causar cancer endometrial
dentre outros sérios efeitos colaterais nos pacientes tratados. O tratamento por cinco anos
melhora substancialmente a prognose para pacientes de cancer de mama, porém, o
tratamento por tempo maior ndo demonstra melhora significativa e essencialmente aumenta
o risco para cancer endometrial (BERNSTEIN et al., 1999; BERGMAN et al., 2000).
Virios dos efeitos indesejaveis do tamoxifeno t€ém estimulado a pesquisa e o uso de outros
antineopldsicos para o tratamento enddcrino do cincer de mama, como os inibidores de

aromatase Anastrozole e Letrozole. Essas drogas, aparentemente, sdo mais eficientes na
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regressdao do cancer, na diminuicao da ocorréncia de cancer contralateral, além de estarem
relacionadas a uma menor incidéncia de cincer endometrial (NABHOLTZ et al., 2000;
BAUN, et al., 2003; ELLIS, et al., 2003) e outros efeitos colaterais quando comparadas ao
TAM.

O TAM ¢ potente hepatocarcindgeno em ratos, tanto nos machos quanto nas fémeas
(GREAVES et al., 1993; HARD et al., 1993; WILLIAMS et al., 1993), como também €
indutor de adenocarcinoma uterino em camundongos e ratos neonatos tratados
(NEWBOLD et al., 1997; CARTHEW et al., 2000). Ensaios com antineopldsicos como o
TAM e outros compostos andlogos estruturais demonstraram que essas drogas induzem
aneuploidias e alteragdes cromossOmicas estruturais em figado de rato (SARGENT et al.,
1996; STYLES et al., 1997) e em células embrionarias de hamster sirio em cultura (células
SHE) (TSUTSUI et al., 1997). O TAM também forma aductos em DNA de hepatdcitos de
rato (HAN & LIEHR, 1992; GAMBOA DA COSTA et al., 2001) sendo seus metabdlitos
mutagénicos em células da linhagem V79 manipuladas para expressar rHSTa, uma enzima
que pode converter esses metabolitos a potentes compostos genotéxicos (RAJAH &
PENTO, 1995; GLATT et al 1998; YADOLLAHI-FARSANI et al., 2002). A
transformacdo celular também € evidente em células SHE (METZLER & SCHIFFMANN,
1991; TSUTSUI et al., 1997) e fibroblastos 3Y1 que superexpressam o gene c-Src
(ZHONG et al., 2001). TAM induz a formagdo de aductos em DNA por seus metabdlitos
em varios tecidos de macacos da espécie cinomolgo, incluindo utero, sugerindo um
possivel mecanismo genotdxico relacionado a inducao do cancer endometrial em humanos

(SHIBUTANI et al., 2003; SCHILD et al., 2003).

Entretanto, existem estudos conflitantes que indicam que o TAM possui a
propriedade de atuar como supressor da promocao tumoral, tanto em pacientes com cancer
de mama, como em células em cultura, por diminuir a formagao de peréxidos, como o
H,0,, que causam a oxida¢do de macromoléculas bioldgicas incluindo o DNA, o RNA,
proteinas e lipideos (LIM et al., 1992; THANGARAJU et al., 1992; WEI & FRENKEL,
1992; BHIMANI et al., 1993; WEI et al., 1998; DAOSUKHO et al., 2002). Portanto, existe

a necessidade de que o potencial carcinogénico e/ou citotoxico do TAM seja amplamente
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investigado em diferentes modelos de estudo, para melhor entendimento de seus efeitos nas

propriedades de diferentes tipos celulares.
1.2.3. O TAM e seus mecanismos de acao: da apoptose a transformacao

O TAM possui efeitos diferenciados nos vérios tecidos, podendo ser responsavel
pela regressdo tumoral bem como pela indu¢do de um cancer. Os mecanismos dessas agcoes
podem estar relacionados a interacdo ligante-receptor e/ou também a expressdo diferencial
dos receptores de estrogénio alfa e beta (ER-o e ER-B) (KATZENELLENBOGEN &
KATZENELLENBOGEN, 2000) ou mesmo a caminhos independentes de ER.

O TAM ¢é um antagonista do estrogénio em ER-B e pode apresentar atividade
agonista ou antagonista em ER-a, dependendo do tecido alvo ou da espécie animal a que €
administrado. ER-a € um fator de transcricdo envolvido na regulacdo de genes promotores
do crescimento como o TGF-a (transforming growth factor-o) (KATZENELLENBOGEN
& KATZENELLENBOGEN, 2000). A acdo antiestrogénica do TAM no ER-a do tecido
tumoral mamdrio humano desencadeia mecanismos que levam as células-alvo a citostase
(parada da proliferacao celular) ou ao efeito citotoxico (morte celular) (KEEN et al., 1997,
CAMERON et al., 2000). Estes efeitos t€ém sido observados, sendo que em cultura de
células concentracdes de nanomolares de TAM possuem acdo antiproliferativa que pode ser
revertida, enquanto concentracdes de micromolares induzem morte celular por apoptose
(MANDLEKAR & KONG, 2001). Trabalhos recentes mostram que o TAM também induz
apoptose em células tumorais e ndo tumorais que ndo possuem ER (JAN et al., 2000),
sugerindo-se para isso que essa droga desencadeie varios dos caminhos de sinalizagdo de

apoptose.
1.2.3.1. Apoptose

A apoptose € um processo de morte celular programada que pode ser iniciada por
estimulos quimicos (drogas, produtos quimicos, etc.), fisicos (radiacdo) e bioldgicos
(citocinas, virus, etc.) e por diversas formas de inducdo de injtria celular ou estimulos

fisiolégicos, que podem direcionar varios caminhos de sinalizacdo convergindo a um ponto
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apoptdtico comum, a ativacdo de cisteina-proteases chamadas caspases. As caspases sao
responsdveis em parte, pelas mudangas celulares que ocorrem durante a fase de execugdo
da apoptose como a fragmentacdo do DNA, condensacdo da cromatina e formagdo de
corpos apoptdéticos. As caspases podem ser ativadas (pois se encontram na forma de pré-
enzimas) diretamente através da ligacao de uma caspase iniciadora, por exemplo, caspase-
8, a um complexo ligante-receptor de morte (por exemplo, fator de necrose tumoral — TNF-
ligado ao receptor para TNF, que € um receptor de morte). Outros estimulos apoptéticos
podem provocar alteragdes mitocondriais culminando na liberagdo do citocromo c e, por
conseguinte, sua associacdo a Apaf-1 e procaspase-9. Este complexo protéico chamado
apoptossomo, apos ativacdo por dATP, pode entdo acionar a caspase iniciadora caspase-9
que cliva e ativa outras caspases ditas efetoras, como a caspase-3. As caspases efetoras
clivam proteinas (ap6és um residuo de aspartato em um tetrapeptideo especifico) cuja
ativacdo/desativacio resultard na execuciio da apoptose ( JAATELA, 1999; LOWE & LIN,
2000).

O TAM parece atuar em diversos caminhos na sinalizacao apoptética, o que inclui a
modulagdo de PKC (proteina quinase C), calmodulina, desregulacdo da concentragdo de

célcio, c-Myc e MAP-quinases dentre outros (MANDLEKAR & KONG, 2001).

Virios trabalhos demonstram que TAM induz a atividade de caspases em células
ER-a positivas e negativas, como células de linhagens de cancer de mama MCF-7, MDA
MB 231 e BT-20, células HeLa e linhagens de epitélio mamario normal (MANDLEKAR et
al., 2000; DIETZE et al., 2001; SALAMI & KARAMI-TEHRANI, 2003) e portanto, que

TAM desencadeie morte celular programada por apoptose.

PKC possui um papel controverso na apoptose induzida por TAM, pois existem
pelo menos 11 isoformas de PKC que exercem efeitos ou pré-apoptdticos ou anti-
apoptoticos (MANDLEKAR & KONG, 2001). Cheng et al. (1998) ndo apresentam um
consenso se TAM ativa ou inibe PKC, afirmando que TAM inibe a translocagdo
ciptoplasma-membrana de PKC, mas na mesma concentracdo ndo afeta a atividade da

enzima. Gundimeda e colegas relatam uma ativagdo inicial da proteina antes de sua
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irreversivel inativacdo. Um mecanismo proposto para a essa regulacao bidirecional de PKC
envolve a producdo de estresse oxidativo por TAM, visto que essa ativacdo/inativagio de
PKC e inibicdo do crescimento celular podem ser bloqueadas por antioxidantes
(GUNDIMEDA et al., 1996) Contudo, TAM também pode desencadear apoptose por
caminhos independentes de PKC (SIMARD et al., 2002).

A proteina ligada a cdlcio calmodulina tem mostrado ser uma mediadora de
apoptose em varios tipos celulares e tem sido associada a regulacdo da sinalizagdo de
apoptose relacionada a proteina DAP quinase-2 (COHEN et al., 1997; KAWATI et al. 1999).
O TAM pode ligar-se a AMP-ciclico fosfodiesterase dependente de calmodulina, inibindo-a
(GULINO et al., 1986; O’BRIAN et al., 1990) e subseqiientemente inibindo os sinais por

ela gerados.

Um outro possivel mecanismo ¢é o aumento do influxo de cdlcio
extracelular/liberacdo do célcio intracelular provocado pelo TAM. Isso foi observado em
células tumorais e ndo tumorais utilizando-se concentragdes de micromolares de TAM.
Sugere-se que esses eventos possam ser iniciados com a introdu¢do do TAM (por ser
altamente lipofilico) na bicamada lipidica da membrana celular (JAIN & TRUMP, 1997;
JAN et al., 2000; ZHANG et al., 2000). Aumentos prolongados da concentragdo de célcio
podem ativar diretamente endonucleases que clivam o DNA ou mesmo outras proteases,
fosfatases e fosfolipases dependentes de célcio, levando a perda da integridade estrutural da

cromatina (CLAPHAM, 1995; SMAILI et al., 2003).

Segundo Kang et al. (1996), o TAM causaria um aumento da expressao de c-Myc, o
qual foi observado em células ER-a negativas. O TAM a 1 micromolar por 72 horas
aumentou o nivel de c-Myc a expressdo de seu RNAm e a adicdo de uma seqiiéncia
antisense de c-Myc inibiu a apoptose induzida por TAM. c-Myc parece necessario para uma
resposta eficaz a diversos estimulos apoptéticos, como citocinas inflamatdrias, dano de

DNA e agentes quimioterdpicos (DONG et al., 1997; XU et al., 1997).

Os dois membros da familia das MAPK (mitogen-activated protein kinase) JNK1

(c-Jun N-terminal kinase) e p38 estdo associados a indugdo da transcricdo de genes
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relacionados a apoptose ou mesmo a ativacdo das caspases. O envolvimento dessas
proteinas na apoptose é estimulo e tipo celular dependente e também seu papel pode ser
complementar ou essencial nesse evento. Células MCF-7 ER-a positivas e células MDA
MB231 ER-a negativas quando tratadas com TAM exibiam aumento de atividade de
JNKI1. Porém quando eram tratadas com vitamina E (um antioxidante) a acdo de JNKI1 era
abolida (MANDLEKAR et al., 2000) bem como a apoptose. O metabdlito do TAM, 4-
hidroxitamoxifeno, ativa p38 em células ER-a positivas e o tratamento com o inibidor
seletivo de p38, SB203580, diminui a morte dessas células por apoptose. Essas informacgdes
podem indicar que o TAM ative JNK e p38 através da inducdo de stress oxidativo ou

eventos iniciados na membrana (ZHANG & SHAPIRO, 2000).

Por outro lado existem estudos que mostram que o TAM e o hidroxitamoxifeno
podem induzir morte celular de forma caspase-independente, sugerindo a acdo de outras
proteases efetoras, como a calpaina, para a apoptose ou mesmo outro tipo de morte celular
programada, semelhante a necrose (SALAMI & KARAMI-TEHRANI, 2003; OBRERO et
al., 2002). Bursch et al. (1996; 2000) relatam morte celular programada autofdgica induzida
por TAM em células MCF-7, caracterizada pela degradacdo autofdgica do aparelho de
Golgi, reticulo endoplasmadtico e polirribossomos precedendo destruicdo do nucleo e
presenca do citoesqueleto de actina e citoqueratina; na apoptose ha auséncia de vacuolos
autofédgicos e ocorre desintegracio do citoesqueleto. Portanto, € interessante a avaliagao de

como sdo conduzidos efeitos citotoxicos do TAM nos diferentes tipos celulares.
1.2.3.2. Transformacao neoplasica

No figado, o TAM € metabolizado por enzimas do citocromo P450, formando
véarios produtos de detoxificacdo como o N-desmetiltamoxifeno, 4-hidroxitamoxifeno, o.-
hidroxitamoxifeno, dentre outros (WHITE, 1999; PHILLIPS, 2001). Considerando-se
experimentos in vivo, o TAM e seus metabolitos parecem formar aductos em DNA de
hepatécitos de ratos (DAVIS et al., 1998; GAMBOA DA COSTA et al., 2001) e essa
genotoxicidade estaria fortemente relacionada a seu potencial hepatocarcinogénico nesses

animais (GREAVES et al., 1993; HARD et al. 1993; WILLIAMS et al., 1993). Porém, em

15



camundongos, o0 TAM forma aductos em menor quantidade que em ratos, sendo que em
hepatdcitos de camundongos em cultura essa quantidade chega a ser seis vezes menor que a
detectada em hepatdcitos de rato in vitro (PHILLIPS et al., 1996). Estes dados podem
corroborar com o fato de que o figado ndo € 6rgdo-alvo da carcinogenicidade do TAM em
camundongos (PHILLIPS, 2001). Em humanos, o TAM néo estd associado ao aumento na
incidéncia de cancer hepatico (RUTQVIST et al., 1995) e nem a formacao de aductos em
DNA em hepatécitos em cultura; contudo nessas condig¢des in vitro, a-hidroxitamoxifeno
forma aductos, mas em propor¢do 100 vezes menor que em hepatdcitos de rato (PHILLIPS

et al., 1996).

Aparentemente, em ratos 0 TAM ndo apresenta genotoxicidade em tecidos extra-
hepaticos (CARTHEW et al., 2000; GAMBOA DA COSTA et al., 2001), porém o TAM
mostra-se tumorigénico em endométrio de ratos e camundongos neonatos (NEWBOLD et
al., 1997; CARTHEW et al., 2000). Em mulheres, alguns trabalhos apontam a formagao de
aductos de DNA pelo TAM no endométrio (SHIBUTANI et al., 1999; 2000) e em
leucécitos (HEMMINKI, et al.,, 1997), porém ha contradicdes (CARMICHAEL et al.,
1996; BARTSH et al., 2000; PHILLIPS, 2001).

Mecanismos nao-genotoxicos mediados pela afinidade do TAM ao ER podem estar
envolvidos em um potencial carcinogénico dessa droga. Existem substanciais evidéncias
que hormoénios desempenham um importante papel na etiologia de diversos canceres
humanos (EMONS et al., 2000; HENDERSON et al., 2000; IMAGAWA et al., 2002;
RUSSO et al., 2003). Por exemplo, a terapia de reposi¢do hormonal aumenta o risco para
desenvolvimento de cancer endometrial associado ao estrogeno; isso se deve
provavelmente a atividade mitogénica do estrogeno e seus andlogos. O aumento da
atividade mitética aumenta a probabilidade de mutacdes aleatérias que confiram uma
selecdo de células com vantagem de crescimento autdbnomo, resultando em um fendtipo
malignamente transformado (EMONS et al., 2000; HENDERSON et al., 2000). O carater
estrogénico ou antiestrogénico do TAM sobre o endométrio ainda ndo esta bem definido. O
TAM parece ter uma acdo proliferativa no endométrio, o que evidencia uma atividade

agonista ao estrogénio, mas pode estar relacionado a atrofia endometrial em outros casos,
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que aparenta uma atividade antagonista. Portanto, os efeitos do TAM sobre o endométrio

humano parecem refletir um mecanismo dependente de ER (BERGMAN et al., 2000).

A acgdo tumorigénica do TAM em endométrio de ratos e camundongos tratados
apos o nascimento, segundo Carthew e Newbold, pode ocorrer devido a uma perturbagdo
hormonal no desenvolvimento do tecido (NEWBOLD et al., 1997, CARTHEW et al.,
2000).

A carcinogénese freqiientemente envolve falhas seletivas no processo de apoptose
que prolongam a sobrevivéncia de células mutadas e, portanto, um dos mecanismos pelos
quais oncogenes promovem carcinogénese € a inibi¢ao da apoptose (LOWE & LIN, 2000;
JOHNSTONE et al., 2002). Segundo pesquisas in vitro, 0 TAM pode modular mecanismos
de regulacdo celular, e devido a esse fato, induzir resisténcia a apoptose pelo TAM em
células cancerosas e mesmo, selecionar células com propriedades de crescimento mais
agressivas. Em uma linhagem de células cancerosas endometriais humanas o TAM e o
hidroxitamoxifeno exibem acao agonista por estimular atividade transcricional mediada por
ER (BARSALOU et al., 1998), proliferacdo celular e ativagdo da expressdo do gene para
trancriptase reversa de telomerase humana (h'TERT) (WANG et al., 2002). A¢des agonistas
também foram observadas em cultura priméaria de células endometriais normais
(STACKIEVICZ et al., 2001). Mesmo em células de cancer de mama ER-positivas, onde
sua atividade antiestrogénica € bastante pronunciada, o hidroxitamoxifeno pode induzir a
transcri¢do de genes envolvidos na progressao do ciclo celular (HODGES et al., 2003) e na
sobrevivéncia (LEVENSON et al.,, 2002). Células ER-negativas, como de melanoma
humano, também desenvolvem resisténcia a atividade apoptética do TAM e sofrem
alteragdes no perfil de expressdo génica de proteinas do controle do ciclo celular e apoptose

(McCLAY & JONES, 1999).

Acdes relacionadas a promog¢do tumoral também sdo atribuidas ao TAM. Em
camundongos tratados com N-etil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina, um agente alquilante, o
TAM induziu hiperplasia do endométrio, porém nenhum adenocarcinoma, ou seja, 0o TAM

promoveu uma lesdo pré-neopldsica que ndo progrediu para um fendtipo maligno
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(TAKAHASHI et al., 2002). Em uma linhagem de fibroblastos de rato, ER-negativa, que
superexpressa o gene c-Src (presente em muitos canceres humanos), o tratamento com
TAM proporcionou a habilidade dessas células apresentarem crescimento independente de
ancoragem, comportamento esse relacionado a transformacdo fenotipica (ZHONG et al.,

2001).

Citotoxicidade e aneuploidia estdo relacionadas a transformacao celular pelo TAM
em células embriondrias de hamster sirio (SHE), que também ndo expressam ER

(METZLER & SCHIFFMANN, 1991; TSUTSUI et al., 1997).

Portanto, algumas evidéncias apontam o TAM como uma droga que induz
carcinogénese por mecanismos genotdxicos e também, possivelmente, por mecanismos
ndo-genotoxicos, dependendo da espécie animal, do tecido alvo e do contexto celular

(PHILLIPS, 2001).
1.3. Células Vero como modelo de Estudo

A carcinogénese € processo com multiplas etapas, envolvendo alteragdes genéticas
seqlienciais nas células alvo, levando a alteragdes no controle de crescimento e
conseqientemente a formacdo de tumores malignos. O estudo do processo de
carcinogénese foi grandemente facilitado pela descoberta da transformacdo morfoldgica in

vitro, utilizando-se cultura de células de mamiferos (COMBES et al., 1999).

As células Vero sdao de uma linhagem obtida a partir de rim de macaco verde
africano (Cercopithecus aethiops). Essas células vém sendo utilizadas para estudos da
transformacgdo celular, induzida por diferentes tratamentos no Laboratério de Cultura de
Células do Departamento de Biologia Celular da Universidade Estadual de Campinas
(CARVALHO et al., 1999; GENARI & WADA 1995; GENARI et al., 1996; 1998) sendo
recomendadas para estudos envolvendo citotoxicidade (ISO 10993-5, 1992). Constituem
um Otimo modelo de estudo para a carcinogénese experimental, devido as suas
propriedades de crescimento e comportamento em cultura (BEHRENS et al., 1989;

BIRCHMEIER et al., 1993). Como as células Vero apresentam -caracteristicas de
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crescimento em cultura bastante definidas, pequenas alteracdes em funcao de tratamentos
por carcindégenos quimicos poderdo ser facilmente observadas através de modifica¢des nas

suas propriedades de crescimento e caracteristicas morfoldgicas.
2. OBJETIVOS

Inicialmente, as células Vero foram expostas a diversas concentracoes de
tamoxifeno. De acordo com os resultados obtidos foi estabelecida uma unica concentragao
para o direcionamento dos estudos morfoldgicos. O critério para a escolha foi a utilizagdo
da menor concentracdo capaz de causar ndo somente alteracdes celulares iniciais como
também alteragdes manifestas mais tardiamente e que estdo relacionadas ao processo de

transformagao fenotipica.
2.1. Objetivo Geral

Tendo em vista os fatos acima descritos, o objetivo geral deste trabalho € investigar
o potencial carcinogénico e/ou citotoxico do tamoxifeno em cultura de células Vero,
utilizando células ndo tratadas como controle. Para tal avaliacdo sdo investigadas diferentes

propriedades celulares morfoldgicas, comportamentais e estruturais.
2.2. Objeticos Especificos

1 . Observar as alteracdes morfoldgicas produzidas pelo tamoxifeno sobre as células Vero,

ao nivel de microscopia de luz e microscopia eletronica de varredura.

2 . Investigar a viabilidade celular em funcdo do tratamento com tamoxifeno através de

testes de citotoxicidade.

3 . Efetuar a andlise citoquimica das células tratadas e controle nao-tratadas a partir de
coloragdes com Azul de Toluidina, para observagao de espécies aniOnicas tais como grupos

PO,, SO; e COO ™, e Xylidine Ponceau, para grupos NH3".

4 . Verificar através da imunocitoquimica a distribuicdo da fibronectina nas células controle

e nas células fenotipicamente transformadas pela acdo do tamoxifeno.
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5 . Através de teste imunocitoquimico observar a taxa de apoptose nas células Vero logo
apés a exposicao ao tamoxifeno e a taxa de apoptose espontanea nas populagdes controle e

fenotipicamente transformada.
3. ORGANIZACAO DA DISSERTACAO

A presente dissertagdo de mestrado estd estruturada em 5 capitulos, incluindo este.

Os Capitulos 2 e 3 apresentam os resultados dos estudos sob a forma de artigos a
serem submetidos em periddicos internacionais. O Capitulo 2 corresponde ao artigo
intitulado “Aspectos morfologicos (microscopia de luz e microscopia eletronica de
varredura) de células Vero expostas ao antineopldsico Tamoxifeno” e apresenta
caracteristicas comportamentais e morfoldgicas de células Vero expostas ao TAM e
transformadas por ele através de microscopia de contraste de fase, citoquimica e
microscopia eletrOnica de varredura; serd submetido a revista Tissue & Cell. O Capitulo 3
refere-se ao artigo intitulado “Perfil de células Vero apds tratamento com o antineoplasico
Tamoxifeno: citotoxicidade e transformagdo” que apresenta os dados relacionados a acdo
do TAM em células Vero normais e relacionados as células transformadas por esse
tratamento; inclui citotoxicidade, curva de crescimento, morfologia, deposicdo de
fibronectina e apoptose; serd submetido a revista Cell Biology International. O Capitulo 4
apresenta as conclusdes gerais do trabalho e o Capitulo 5, as referéncias bibliogréficas

referentes ao Capitulo 1 — Introdugdo.

20



CAPITULO 2

21



ASPECTOS MORFOLOGICOS (MICROSCOPIA DE LUZ E
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA) DE CELULAS VERO

EXPOSTAS AO ANTINEOPLASICO TAMOXIFENO

Grazieli N.F. Barbieri e Selma C. Genari *

Departamento de Biologia Celular, Instituto de Biologia, Universidade Estadual de

Campinas (UNICAMP), Caixa Postal 6109, Campinas, SP, Brasil, CEP 13.084-971.

Palavras-chave: Transformacdo morfoldgica; Células Vero; Tamoxifeno; Caracteristicas

comportamentais; Microscopia de contraste de fase; Microscopia eletronica de varredura.

Correspondéncias enderecadas a: Selma C. Genari. Departamento de Biologia Celular,
Instituto de Biologia, Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), Caixa Postal 6109,
Campinas, SP, Brasil, CEP 13.084-971. Tel.: ++55-19-3788-6108; fax: ++55-19-3788-

6111. E-mail: sgenari @nutricell.com.br

Resumo

A transformacgdo celular in vitro consiste em uma valiosa ferramenta no estudo
comparativo ao processo neopldsico in vivo. O antineopldsico tamoxifeno (TAM),
amplamente utilizado no tratamento do cancer de mama, tém sido estudado em varios
modelos experimentais devido a um possivel efeito carcinogénico sobre o endométrio de
mulheres tratadas. No presente estudo, células da linhagem Vero sdo inicialmente
submetidas a vdrias concentracdes de TAM (10, 20 e 30uM por 24 horas e 20uM por 48 e
72 horas) e apds andlise morfolégica e de crescimento em subcultivos sucessivos,
observou-se que o TAM causa citotoxicidade e transformacdo fenotipica (crescimento
celular em multiplas camadas por perda de inibicdo por contato) de forma concentragao-
dependente. A concentracdo de escolha para os estudos subseqiientes (citoquimico e por
microscopia eletronica de varredura) foi 30uM por 24 horas (concentragdo a partir da qual
observou-se efeito transformante). Assim, utilizou-se células Vero normais tratadas pelo

TAM 30uM por 24 horas e a linhagem T30, originada pelo mesmo tratamento e que
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manteve caracteristicas de transformagdo apds repiques sucessivos. Os estudos
morfolégicos revelaram diminui¢do do nimero e do volume e alteracdes na forma celular
que podem indicar morte celular por apoptose apds a exposicdo ao TAM 30uM por 24
horas. A linhagem Vero T30 nao diferiu das células controle em 48 horas de cultura, mas
aos 14 e 17 dias de cultura observou-se a forma¢dao de grumos celulares, recobertos por
muitos microvilos. Sdo discutidos alguns possiveis mecanismos de transformacdo das

células Vero pelo TAM.

1. Introducao

A carcinogénese é um processo com multiplas etapas, envolvendo alteracdes
genéticas seqiienciais nas células alvo, levando a alteracdes no controle de crescimento e
podendo induzir a formag¢do de tumores malignos. O estudo do processo de carcinogénese
foi grandemente facilitado pela descoberta da transformacdo morfolégica in vitro,

utilizando-se cultura de células de mamiferos (COMBES et al., 1999).

A transformacdo celular in vitro envolve alteragdes em um grande conjunto de
propriedades, como interacdes célula-célula (LOEWENSTEIN, 1979; KLAUNIG &
RUCH, 1990; REN et al.,, 1990; YAMASAKI, 1990), célula-substrato (MURRAY et
al.,1980; KESKI-OJA et al., 1985; NERMUT, 1991) e célula-meio (HOLZER et al., 1986;
CROSS & DEXTER, 1991). Essas caracteristicas tornam a transformacao celular in vitro
uma valiosa ferramenta no estudo comparativo ao processo neopldsico in vivo

(IARC/NCI/EPA Working group, 1985).

O anti-estr6geno nao esteroidal tamoxifeno (TAM) vem sendo utilizado desde a
década de 70 como droga de escolha no tratamento do cancer de mama, reduzindo em até
47% a incidéncia de tumores contra-laterais (EBCTCG, 1998). Atualmente, também se tem
feito o uso profiladtico dessa droga em mulheres que apresentam alto risco para o
desenvolvimento dessa neoplasia, porém os resultados s3o conflitantes quanto aos
beneficios (FISHER et al., 1998; POWLES et al 1998; VERONESI et al, 1998). Todavia,
algumas pesquisas apontam o TAM como causador de cancer endometrial (POWLES et al

1998; BERSNSTEIN et al., 1999; BERGMAN et al, 2000)
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O TAM também apresenta potente atividade hepatocarcindgena em ratos, porém sua
acdo em figado de camundongos é bem mais discreta, sendo nessa espécie os testiculos e
ovérios os orgdos-alvo (GREAVES et al., 1993; HARD et al., 1993; WILLIAMS et al.,
1993; PHILLIPS, 2001). Observou-se também transformacdo em células de roedores em
cultura (TSUTSUI et al., 1997; ZHONG et al., 2001) apds tratamento com o TAM. Assim
sendo, € necessario que essa droga seja amplamente investigada em diferentes modelos de
estudo para melhor compreensdo de seus efeitos nas propriedades de diferentes tipos

celulares.

As células Vero, uma linhagem obtida a partir de rim de macaco verde africano
(Cercopithecus aethiops), tem sido utilizada em experimentos de transformacao celular por
diferentes agentes (CARVALHO et al., 1999; GENARI & WADA, 1995; 2000; GENARI
et al,, 1996; 1998) sendo recomendadas para estudos envolvendo citotoxicidade (ISO
10993-5, 1992). Suas caracteristicas comportamentais ¢ de crescimento em cultura a
constituem num O6timo modelo para a carcinogénese in vitro, pois modificacdes nestes

padrdes poderdo ser facilmente detectadas.

As células Vero foram submetidas a diversas concentracdes de TAM, observando-se
diferentes respostas comportamentais e morfolégicas, que vao da citotoxicidade a

transformacdo fenotipica, como serd exposto adiante.
2. Materiais e Métodos
2.1. Cultura Celular e Reagentes

As células Vero foram obtidas do Instituto Adolfo Lutz, Sao Paulo. Em condi¢des
controle foram mantidas em meio Ham F10 suplementado com 5% de soro fetal bovino
(Nutricell, Campinas-SP), a 37°C, em sistema fechado de cultura. O tamoxifeno (TAM)
(Sigma) foi dissolvido em dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma) a 100uM (solucdo estoque),
sendo as solugdes diluidas em meio de cultura completo até as concentracdes desejadas.
Controles utilizando somente o diluente DMSO foram realizados. Uma linhagem

transformada, aqui denominada Vero T30, foi obtida pela exposicio de células Vero
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normais a 30uM de TAM por 24 horas; apds, essas células eram mantidas em condi¢des

normais de cultura por 10 passagens sucessivas.
2.2. Caracteristicas Morfoldgicas e de Crescimento

As células plaqueadas em frascos de 25-cm® (Cornning) a concentragio inicial de
1,5 x 10° células/frasco eram mantidas em condicdes normais de cultura por 24 horas e
entdo, tratadas com TAM em concentracdes de 10uM; 20uM e 30uM pelo periodo de 24
horas. Para maiores periodos de exposi¢io ao TAM (48 e 72 horas) foi selecionada a
concentracdo de 20uM (nesses periodos o meio com a droga era renovado a cada 24 horas).
Apoés a exposi¢ao a droga retornou-se as condicdes normais de cultura. As caracteristicas
morfoldgicas e de crescimento das células controle e tratadas foram observadas diariamente
ao microscopio invertido, por contraste de fase, ao longo de 10 subcultivos sucessivos. A
partir da anédlise dos resultados de crescimento e comportamento em cultura, estabeleceu-se
30uM por 24 horas como a menor concentracdo de TAM e o menor periodo de exposicao
no qual observou-se alteragdes relacionadas a transformagdo. Assim, para os estudos
subseqiientes utilizou-se células Vero normais recém tratadas pelo TAM 30uM por 24
horas e a linhagem T30 originada pelo mesmo tratamento e que manteve caracteristicas de

transformacgdo apds repiques sucessivos.
2.3. Citoquimica

Placas de 6 pocos (Corning) com laminulas foram semeadas a 2 x 10° células/pogo
com células Vero controle, com Vero T30 e com células Vero que foram submetidas a
tratamento com TAM a 30uM por 24 horas antes do processamento. Ao fim de 48 horas de
cultura as amostras apresentavam-se semiconfluentes. Foram entdo fixadas em metanol/
acido acético (3:1 v/v) por 1 minuto, lavadas em metanol e coradas com azul de toluidina

0,025% pH 4.
2.4. Microscopia Eletronica de Varredura

As células Vero T30, Vero controle e células controle tratadas com TAM a 30uM 24

horas antes da fixacdo foram homogeneizadas e semeadas a uma densidade de 2,4 x 10’
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células/poco sobre laminulas em placas de 35mm (Corning). O processamento para a
andlise das amostras tratadas foi feito apds 2, 14 e 17 dias de cultura. As amostras foram
fixadas em formaldeido 2,5% / glutaraldeido 5% / acido picrico 0,03% em tampao
cacodilato 100mM e tetroxido de 6smio a 1%, desidratadas em séries crescentes de etanol,
secas ao ponto critico e recobertas com ouro para andlise no microscopio eletronico de

varredura.
3. Resultados

3.1. Caracteristicas Morfologicas e de Crescimento

As células Vero ndo tratadas com TAM (grupo controle) apresentaram citoplasma
finamente granulado e forma celular predominantemente alongada, semelhante a
fibroblastos (figura 1). Nas células tratadas com TAM foi evidenciada injuria celular no
periodo seguido ao tratamento, em todas as concentra¢des aplicadas e em grau proporcional
a essas concentragdes. Pode-se observar a formagdo de vacuolos, vesiculas e granulagdes
citoplasmadticas grosseiras nas células Vero tratadas (figuras 2 a 6) e uma morfologia mais
arredondada (figuras 4 a 6), bem como o destacamento de muitas células da superficie do
frasco de cultura. Constatou-se visualmente reducdo do ndmero de células vidveis e
estagnacdo da proliferacdo celular nos periodos imediatos aos tratamentos,
proporcionalmente a concentragdo utilizada do TAM. Todas as alteracOes celulares
morfoldgicas e comportamentais desapareceram ao longo dos subcultivos para as células
tratadas com 10uM /24 horas e 20uM /24 horas (dados ndo mostrados), ndo havendo mais
diferencas em relacdo aos controles. Contudo, as células remanescentes dos tratamentos
com 20uM /72horas (que corresponderia a uma exposi¢do cumulativa a 60uM de TAM)
(figura 7) e 30uM /24horas (figuras 8 e 9) que gradualmente também adquiriram uma
morfologia aparentemente normal, ao atingirem confluéncia demonstraram os primeiros
indicios de transformacdo fenotipica: crescimento celular em multiplas camadas por perda
de inibicdo por contato. Os controles continuavam a crescer em monocamadas. Essas
caracteristicas mantiveram-se ao longo dos sucessivos repiques. As células transformadas

pelo tratamento com 30uM de TAM foram escolhidas para os estudos citoquimicos e
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morfolégicos de luz em microscopia eletronica de varredura, pois esta foi a menor

concentragdo transformante para células Vero.
3.2. Citoquimica

O estudo citoquimico com azul de toluidina revelou células Vero com uma
morfologia varidvel, nucleo grande, com nucléolos evidentes e em numero varidvel,
citoplasma finamente granular. Em estado de semi-confluéncia as células T30 (figura 13)
morfologicamente nao se mostraram diferentes do controle (figura 10), porém o tratamento
com TAM a 30uM /24 horas antes do processamento causou vacuolizagcdo citoplasmatica,
nicleo mais fortemente corado e morfologia mais arredondada (figura 11), sendo possivel
observar células liberando grandes vesiculas repletas de material intracelular (figura 12),
indicando provavelmente apoptose. O azul de toluidina € um corante basico que cora anions
PO4, SO; COO'. Em pH 4 os grupos PO4™ sdo encontrados somente em DNA ou RNA e

SOs5” e/ou COO™ em glicosaminoglicanas.
3.3. Microscopia Eletronica de Varredura

Ap6s 2 dias de cultura as células Vero controle (figura 14) e Vero T30 (figuras 17 e
18), aparentemente, ndo apresentam diferencas morfoldgicas; as células sdo bastante
achatadas devido ao espalhamento, com microvilosidades sobre sua superficie e crescem
em monocamada. Porém, as células que receberam 30uM de TAM 24 horas antes da
fixacdo para a varredura apareciam em menor nimero, com forma estrelada ou arredondada
e freqiientemente com aspecto apoptético (figuras 15 e 16). Essas células mostravam
muitos microvilos e eram fixas ao substrato por poucos pontos de adesao. Em 14 (figuras
20 a 23) e 17 dias de cultura (figuras 25 e 26) observa-se que as células VeroT30 cresceram
em multiplas camadas ap6s atingirem confluéncia, iniciando com a sobreposicao de células
e subseqiiente formacdo de grumos. Neste estdgio de confluéncia, as células menos
espalhadas devido ao menor espaco entre elas também mostram uma morfologia
semelhante a fibroblastos. As células superficiais dos grumos possuem grande quantidade

de microvilosidades (figuras 22, 23, 25 e 26). Observam-se também células possivelmente
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em apoptose (figuras 22 e 23). As Vero controle apds os mesmos periodos permaneciam

em monocamada (figuras 19 e 24).
4. Discussao

A avaliagdo de caracteristicas morfoldgicas e comportamentais das células Vero
controles e tratadas com TAM, em vdrias concentragdes, ao longo de dez subcultivos
mostrou que as células tratadas com as concentracdes mais elevadas de TAM (20uM
/72horas e 30uM /24horas) exibiram , apds o tapete celular atingir confluéncia, crescimento
em multiplas camadas. Os controles permaneciam em monocamadas nas mesmas
condi¢des. Esse crescimento em multiplas camadas indica perda de inibi¢do por contato
(ABERCROMBIE, 1979; GENARI & WADA, 1995; GENARI et al., 1996; 1998) e
relaciona-se ao processo de transformacao celular in vitro. Para as concentracdes de 10uM
por 24 horas e 20uM por 24 horas, observou-se a citotoxicidade do TAM, porém ao longo
dos subcultivos as alteragdes morfoldgicas desapareciam e a populacdo celular

remanescente, sesmelhantemente ao controle, crescia em monocamada.

O azul de toluidina possui afinidade por anions PO4, SO3 ¢ COO". Em pH 4 os
grupos POs s3o encontrados somente em DNA ou RNA e SO; e/ou COO em
glicosaminoglicanas (SANTOS JR & WADA, 1999). Neste estudo citoquimico as células
recém-tratadas com TAM 30uM apresentaram volume reduzido e citoplasma extremamente
vacuolizado. Também observou-se células com morfologia arredondada, liberando
vesiculas contendo material intracelular, o que pode indicar apoptose (MAJUMDAR et al.,
2001). Nao foram observadas diferencas entre Vero controle e Vero T30 em condi¢do de
semiconfluéncia. As células Vero controle e Vero T30 apds 48 horas de cultura formaram
um tapete semiconfluente, de morfologia variada, citoplasma finamente granular, com
alguns vactolos e nucléolo evidente sob coloracdo com azul de toluidina. A quantidade de
matriz e conseqiientemente, de glicosaminoglicanas produzida durante as 48 horas de

cultura pode ndo ter sido suficiente para o nivel de sensibilidade desse método.
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A andlise morfoldgica por microscopia eletronica de varredura confirmou as
observagdes da microscopia por contraste de fase e citoquimica, como a redu¢do o niimero
e volume celulares, além das severas alteracOes morfologicas nas células Vero apos
tratamento com 30uM de TAM por 24 horas em relagdo ao controle ndo tratado. Células
arredondadas, liberando vesiculas, semelhantes a uma forma apoptética, eram freqiientes.
Em semi-confluéncia, células Vero controle e T30, apds 48 horas (2 dias) de cultura ndo
apresentaram diferencas marcantes; células com forma irregular, nicleo e nucléolo
evidentes e microvilos sobre a superficie. Aos 14 e 17 dias de cultura, tanto controle como
T30 apresentam tapete celular confluente com células alongadas e com muitos microvilos,
porém em T30 observa-se locais com inicio de sobreposic¢ao celular e grumos celulares, o
que nao € visto no controle. Com 17 dias os grumos em T30 sdo maiores e mais definidos.
Nos grumos as células sdo mais ricas em microvilos e vesiculas que no tapete celular, o que
pode estar associado a um aumento na producdo de proteinas ou mesmo a um aumento na
liberacdo desse material (GENARI et al., 1996). Células possivelmente mortas
(arredondadas e de superficie lisa ou recobertas por bolhas) também sdo encontradas sobre
os grumos, o que pode estar relacionado ao elevado indice apoptético de células T30

(BARBIERI & GENARI, submetido para publicacdo).

As pesquisas atuais sugerem fortemente que o TAM pode atuar como carcinégeno
através de mecanismos genotoxicos € nao genotoxicos, dependendo da espécie a que €
administrado (GAMBOA DA COSTA et al., 2001; PHILLIPS, 2001). Sua a¢do genotdxica
direta estd vinculada a ativacdo metabdlica do TAM em espécies eletrofilicamente reativas,
o que ¢é feito através de sistemas enzimaticos de detoxificagdo, como o citocromo P450
(PHILLIPS, 2001). Os aductos formados pelos metabdlitos do TAM sdo possivelmente os
maiores indutores de mutagenicidade e hepatocarcinogenicidade em ratos, porém em
humanos a ativagdo metabdlica do TAM € menos eficiente e a formacao de aductos de
DNA € controversa (SHIBUTANI et al., 2000a; PHILLIPS, 2001). Aliada a um sistema de
reparo de DNA eficiente (SHIBUTANI et al., 2000b), sugere-se que a possivel indugdo de
cancer endometrial em humanos pelo TAM ocorra através de promocdo tumoral, via

receptor de estrogénio (GAMBOA DA COSTA et al., 2001; PHILLIPS, 2001). O TAM em
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células em cultura parece nao formar aductos em DNA, somente sendo relatado aductos e
mutacdes relacionadas ao seu metabdlito o-hidroxiTAM em células V79 geneticamente
manipuladas para expressar uma sulfotransferase de rato (YADOLLAHI-FARSANI et al.,
2002; GLATT et al., 1998). Isso pode dever-se ao fato de que linhagens celulares sdo
freqiientemente deficientes em enzimas do citocromo P450 (HEIDELBERGER et al., 1983;
JOSEPH & JAIWAL, 1994), o que reduziria a ativagdo do TAM a metabdlitos DNA-

reativos.

Visto este quadro € possivel que o TAM tenha induzido transformagao morfolégica
em células Vero por dano ao seu DNA ndo por genotoxicidade direta, mas pela acdo de
espécies oxigénio-reativas (ROS) ou mesmo pela selecdo (em fungdo de sua citotoxicidade)

de uma populagao celular predisposta a um comportamento e crescimento desregulados.

Virios trabalhos tém apontado o TAM como um gerador de ROS em véarios tipos
celulares, sugerindo-se a participacdo desses elementos na apoptose (FERLINI et al.,1999;
GUNDIMEDA et al., 1996; LEE et al., 2000; MANDLEKAR et al., 2000) e possivelmente
na transformagdo celular (PAGANO et al.,, 2001) desencadeada pelo TAM. Embora o
solvente utilizado, DMSO, seja um antioxidante (VLAHOPOULOS et al., 1999; LIU et al.,
2001), a concentragdo do mesmo pode nao ter detido a formacdo de ROS pelo TAM. Na
transformagdo celular as ROS podem atuar como agentes genotoxicos ou pela promogao
tumoral; além disso, as células possuem enzimas responsdveis pela inativacdo desses
agentes, como a catalase, a glutationa peroxidase e superéxido dismutase. A saturagcdo
desses sistemas enzimdticos pode permitir que ROS oxidem bases ou nucleotideos ou
mesmo causarem quebra de simples ou dupla fitas de DNA. Se essas reacdes ndo sao
devidamente reparadas podem conduzir a mutacdes e, portanto, podem ser relacionadas a
carcinogenicidade (WILLIANS & JEFFREY, 2000). A relacdo oxida¢do de DNA e ROS ¢é
observada em células e animais expostos a carcindégenos quimicos, radiacdes e substincias
inorganicas (WILLIANS & JEFFREY, 2000). E possivel que o TAM tenha causado dano
“indireto” ao DNA de células Vero presentes na populacio celular, proporcionalmente a
concentragdo utilizada. Assim sendo, para os tratamentos de 10uM por 24 horas e 20uM 24

horas o mecanismo celular de protecdo a agentes oxidantes tenha sido eficiente, impedindo
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a oxidag¢dao de DNA que pudesse levar a mutacdes subseqiientes e a inducao da exibi¢ao de
um fenétipo transformado (ARCHER, 1992). Porém, concentragdes maiores de TAM
(20uM /72horas e 30uM /24horas) poderiam ter causado elevada formagdo de ROS,
saturando tanto os sistemas enzimdticos responsaveis pela inativagdo dessas espécies como
também os mecanismos de reparo do DNA (WHITE, 1999; EPE, 2002), desencadeando

mutagdes e, por conseguinte, transformagao celular.

Por outro lado, o TAM pode induzir resisténcia a apoptose em células tumorais por
modular mecanismos de regulacdo génica. Falhas no processo de apoptose, que prolongam
a sobrevivéncia de células mutadas, freqiientemente estdo associadas nao sé a resisténcia a
drogas como também a carcinogénese (LOWE & LIN, 2000; JOHNSTONE et al., 2002).
Mesmo em células de cancer de mama ER-positivas, onde sua atividade antiestrogénica é
bastante pronunciada, um andlogo do TAM, hidroxiTAM, pode induzir a transcricao de
genes envolvidos na progressao do ciclo celular (HODGES et al., 2003) e na sobrevivéncia
da célula (LEVENSON et al., 2002). Células ER-negativas, como as de melanoma humano
em cultura, também desenvolvem resisténcia a atividade apoptdtica do TAM e sofrem
alteracdes no perfil de expressdo de proteinas do controle do ciclo celular e da apoptose
(MC’CLAY & JONES, 1999). Em células Vero, o TAM a 30uM causou excessiva morte
celular possivelmente por apoptose (BARBIERI & GENARI, a ser submetido para
publicacdo) e as células resistentes deram origem a populacdo transformada (Vero T30). A
resisténcia ao TAM foi observada antes da expansao clonal das células, sugerindo-se neste
caso, que seletivamente, as células adquirem resisténcia ao estimulo para morte celular
antes da selecdo de mutagdes criticas nos genes de proteinas regulatérias do crescimento

(KLOHN et al., 2003) para a manifestacdo de um fenétipo transformado.

O TAM pode causar alteracdes, em células Vero, associadas a transformagdo celular
in vitro, fendmeno este que pode estar relacionado ao processo neoplasico in vivo. Portanto,
esse sistema de estudo poderia fornecer informagdes sobre o processo de carcinogenicidade
que poderiam contribuir para uma andlise de risco-beneficio do uso do TAM, assim como

de compostos correlatos.
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Figuras 1 a 9. Fotomicrografias de contraste de fase de células Vero nao-

tratadas (controle), de células apds o tratamento com Vvdrias
concentragdes de TAM e células morfologicamente transformadas pelo
TAM. As células tratadas com TAM, se comparadas ao controle,
apresentaram reducdo no ndmero e no tamanho, alteragdes
morfolégicas como arredondamento ( * ), forma estrelada (cabecas de
setas) e vacuolos (setas). Figura 1. Células Vero controle em
monocamada confluente. Figura 2. Células tratadas com 10uM de
TAM /24 horas. Figura 3. Células tratadas com 20uM de TAM /24
horas. Figura 4. Células tratadas com 20uM TAM /48 horas. Figura 5.
Células tratadas com 20uM de TAM /72 horas. Figura 6. Células
tratadas com 30uM de TAM /24 horas. Figura 7. Células
transformadas pelo tratamento com 20uM de TAM /72 horas, apos a
confluéncia cresciam em miultiplas camadas. Figuras 8, 9. Células
transformadas pelo tratamento com 30uM de TAM /24 horas, apos a
confluéncia cresciam em multiplas camadas; estas células serdao

denominadas Vero T30. Barras de aumento: 10pum.
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Figuras 10 a 13. Células Vero em monocamada nao-confluente, cultivadas
por 48 horas e coradas com azul de toluidina a pH 4,0. Figura 10.
Células Vero controle. Figura 11. Células Vero exposta ao TAM
30uM /24 horas mostraram diminui¢do de tamanho, citoplasma com
vactolos e nucleo fortemente corado. Figura 12. Detalhe de uma
destas células, com vesiculas na superficie que podem indicar apoptose.
Figura 13. Células transformadas T30, que nessa circunstincia nao
apresentaram diferencas das células controle. Nas figuras 10, 11 e 13 as

barras de aumento representam 20pum e na figura 12, 10pum.
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Figuras 14 a 18. Microscopia eletronica de varredura de monocamadas nao-
confluentes de células Vero apds 48 horas de cultura. Figura 14.
Células Vero controle. Figura 15. Células Vero tratadas com TAM
30uM / 24 horas com volume diminuido. Figura 16. Detalhe da figura
15: bolhas na membrana podem indicar apoptose. Figuras 17 e 18.
Células Vero T30. Células controle e T30 mostraram forma irregular,
poucos microvilos sobre sua superficie, nicleo ( * ) e nucléolo evidente
(seta) devido ao espalhamento. Nas figuras 14, 15, 17, 18, as barras de

aumento: 10um. Na figura 16, a barra denota 1um.
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Figuras 19 a 23. Células Vero em confluéncia, apds 14 dias de cultura.
Figura 19. As células Vero controle apresentaram muitos microvilos
sobre sua superficie e cresciam em uma monocamada. Figura 20. Uma
monocamada de células Vero T30 semelhante ao controle. Figura 21.
No detalhe, células T30 sobrepdem-se (seta), iniciando multiplas
camadas celulares. Figura 22. Agregado celular em células T30.
Figura 23. Detalhe da figura 22, mostrando células sobre o agregado
com inumeros microvilos ( * ); ao lado, células que podem estar em
apoptose, com vesiculas (cabecas de setas) sobre sua superficie. Barras

de aumento: 10um.
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Figuras 24 a 26. Células Vero em camada confluente, ap6s 17 dias de

cultura. Figura 24. Células Vero controle possuiam formato alongado,
apresentavam microvilos em sua superficie e cresciam em
monocamada. Figura 25. Em regides de monocamada, células Vero
T30 assemelhanvam-se ao controle; neste estdgio, o agregado é mais
definido que em 14 dias. Figura 26. Detalhe da figura 25 que mostra
células com muitos microvilos e células com superficie lisa ( * )que

podem estar mortas. Barras de aumento: 10pm.
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Resumo

O anti-estrogeno tamoxifeno (TAM) é amplamente utilizado para o tratamento do
cancer de mama. Contudo, é possivel que o TAM aumente o risco de cancer endometrial.
Neste trabalho, a acdo citotéxica do TAM e seu potencial de carcinogenicidade in vitro sdo
investigados. O TAM foi citotoxico de uma forma concentragdo-dependente. Para os
estudos subseqiientes, foram utilizadas células Vero tratadas com 30uM de TAM/24 horas
e uma linhagem celular transformada que foi obtida através desse tratamento, denominada
Vero T30. As células tratadas com 30uM de TAM/24 horas apresentaram morfologia
apoptotica, confirmada pelo teste anexina-V. Células Vero T30 sub-confluentes ndo
apresentaram diferengcas morfolégicas do controle; culturas confluentes do controle e de
T30 mostraram semelhangas na deposic¢do da fibronectina. Entretanto, a taxa apoptética de
Vero T30 era o dobro daquela do controle. Esse resultado associado com o crescimento em
multiplas camadas e a formacdo de agregados celulares de T30 podem indicar uma

populacdo celular distinta das células Vero normais (controle).
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1. Introducao

O antineopldsico tamoxifeno (TAM) € um antiestrégeno parcial amplamente
utilizado no tratamento do cancer de mama estrégeno-responsivo, sendo responsavel por
até 47% da reducdo de tumores contralaterais em mulheres previamente diagnosticadas
para essa neoplasia (EBCTCG, 1998). Em mulheres com cincer de mama e portadoras de
mutacdo nos genes BRCA1 ou BRCA2 essa reducdo pode chegar a 75% (Narod et al.,
2000). Virios testes clinicos t€ém sido realizados para avaliar a a¢do preventiva do TAM
(Fisher et al., 1998; Powles et al 1998; Veronesi et al, 1998) e uma analise global destes
testes feita por Cuzick et al. (2003) demonstrou que a incidéncia de cincer de mama em
mulheres que apresentam elevado risco para desenvolvimento dessa doenca pode diminuir
em até 38%. A despeito dessas acdes benéficas, o uso de TAM tem sido associado a um

aumento na incidéncia de cincer endometrial (Bernstein et al., 1999; Bergman et al, 2000).

Os efeitos diferenciados que o TAM possui nos vdérios tecidos podem estar
relacionados a sua interacdo ligante-receptor com o receptor de estrogénio (ER) e sua

conseqiiente expressao diferencial ou mesmo a caminhos independentes de ER.

A regressdo tumoral induzida pelo TAM in vivo parece envolver tanto um efeito
antiproliferativo como uma agdo apoptética (Keen et al., 1997; Cameron et al., 2000) que
poderiam estar relacionados ao seu mecanismo antiestrogénico mediado pelo receptor de
estrogeno o (ER-a). In vitro, o TAM ¢ citotoxico em células tumorais € ndo tumorais
(Tsutsui et al., 1997; Jan et al., 2000; Majumdar et al., 2001) desencadeando morte celular
programada por apoptose em células ER-a positivas e negativas, como células de linhagens
de cancer de mama MCF-7, MDA MB 231 e BT-20, células HeLa e linhagens de epitélio
mamario normal (Mandlekar et al., 2000; Dietze et al., 2001; Salami & Karami-Tehrani,
2003). Portanto, o TAM pode induzir morte celular programada in vitro via ER ou

independentemente do ER (Obrero et al., 2002; Salami & Karami-Tehrani, 2003).

Em cultura de células embriondrias de hamster sirio o TAM causa transformacao
fenotipica (Metzler & Schiffmann, 1991; Tsutsui et al., 1997) concentragdo-dependente que

possivelmente estd relacionada a inducao de aneuploidias. Ja em fibroblastos iniciados por
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uma mutagdo no gene c-Src, o0 TAM parece atuar como promotor tumoral (Zhong et al.,
2001). Em ratos adultos, o TAM causa cancer hepatico (Greaves et al., 1993) através de
mecanismo genotdxico, com a formagdo de aductos de DNA (Han & Liehr, 1992; Gamboa
da Costa et al., 2001), porém esse mecanismo parece nao ser o responsdvel pela indugdo de

cancer uterino em ratos neonatos (Carthew et al., 2000).

Tendo em vista as varias acdes do TAM faz-se necessdria a sua investigacdo em
diferentes sistemas bioldgicos. As células da linhagem Vero, originadas de rim de macaco
verde africano (Cercopithecus aethiops), possuem caracteristicas morfologicas e de
crescimento que a tornam apropriada para estudo de citotoxicidade e transformacgdo
morfolégica (ISO 10993-5, 1992; Genari & Wada, 1995; Genari et al., 1996; 1998). No
presente estudo sdo apresentados os efeitos do TAM sobre as células Vero, como sua
toxicidade em células normais e a indu¢do da formagdo de uma nova populagdo celular com

caracteristicas comportamentais diferentes das células parentais.
2. Materiais e Métodos
2.1. Cultura Celular e Reagentes

As células Vero foram obtidas do Instituto Adolfo Lutz, SP, Brasil. Meio de cultura
e soro fetal bovino eram da Nutricell, Campinas, SP, Brasil. Reagentes e anticorpos foram
adquiridos da Sigma Chemical Co., St. Louis, MO; o kit para deteccdo de apoptose
Annexin-V-biotin é da Calbiochem. Em condicdes de controle as células Vero eram
mantidas em meio Ham F10 suplementado com 5% de soro fetal bovino, a 37°C, em
sistema fechado de cultura. O TAM foi dissolvido em dimetilsulf6xido a 100uM (solucao
estoque). A solucdo era diluida em meio de cultura completo até as concentragdes desejadas
para os diversos testes. Foram feitos controles utilizando somente dimetilsulféxido. Uma
linhagem transformada, aqui denominada Vero T30, foi obtida apds exposicao de células
Vero normais a 30uM de TAM por 24 horas; as células remanescentes desse procedimento
foram mantidas em condi¢des normais de cultura. Essa linhagem (T30) cresce formando
multiplas camadas ou grumos celulares, indicando perda de inibi¢do do crescimento por

contato.
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2.2. Citotoxicidade

A avaliacio da citotoxicidade do TAM foi efetuada através do teste de viabilidade
celular pelo ensaio com cristal violeta (Murakami et al., 1998), um corante basico que se

liga a DNA (Gillies et al., 1986). As células foram distribuidas em placas de 96 cavidades a

1,5)(104 células/poco e incubadas por 24h para entdo a adicdo de TAM nas concentragdes
de 5, 10, 20, 30 e 40 uM. O controle consistiu em células ndo tratadas. O periodo de
exposicdo a droga foi de 24 e 48 horas, sendo os meios trocados por meio com a droga a
cada 24 horas. Apds, as amostras foram fixadas em formol a 10%, lavadas em PBS para a
adicao de cristal violeta a 0,05% (em metanol a 20%). Decorridos 10 minutos, lavou-se o
material com PBS e adicionou-se citrato de sodio 0,1M para a elui¢do do corante. A andlise
das amostras foi realizada por método espectrofotométrico, com leitura a 540nm para a
obtencdo das células vidveis presentes. As amostras foram feitas em 8 réplicas, em 3

experimentos independentes.
2.3. Microscopia de Luz

Em placas de 6 pocos (Corning) foram cultivadas, 2 densidade inicial 2 x 10’
células/poco, células Vero controle, células Vero T30 e células Vero que seriam submetidas
a tratamento com TAM a 30uM por 24 horas antes do processamento. Ao fim de 48 horas
de cultura, aos quais as amostras estavam semiconfluentes, foram fixadas em metanol/
acido acético (3:1 v/v), lavadas em metanol e coradas com cresil violeta 0,25% para
observagdo de caracteres morfolégicos. Para citoquimica, utilizou-se o corante xylidine
ponceau a pH 2,5 para evidenciar proteinas. Neste pH as protefnas apresentam grupos NH;z"
aos quais o corante se liga (Haas et al., 2001). As amostras foram fixadas com
paraformaldeido 4% em tampao fosfato pH 7,4 , lavadas e coradas com xylidine ponceau a

pH 2,5. Foram realizados 2 experimentos separados, em triplicatas.
2.4. Deteccao de apoptose

O kit Annexin V-biotin foi usado conforme recomendacdes do fabricante. Células

Vero controle, Vero T30 e células que foram expostas a 30uM de TAM por 3 horas antes
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do processamento foram inoculadas a densidade de 7,5 x 10° células em frascos de 25cm’ e
mantidas por 48 horas. As células foram tripsinizadas e seu nimero ajustado para 5 x 10°
c€lulas em 0,5 mL ao qual adicionou-se “media binding reagent” e em seguida “annexin V-
biotin”. Apés incubacdo por 15 minutos, as amostras eram centrifugadas e o pellet
ressuspendido com “binding buffer’. Células em apoptose foram visualizadas pela
incubag@o com anticorpo anti-biotina conjugado a FITC (isotiocianato de fluoresceina) e
aquelas em necrose e apoptose tardia eram vistas pela incubacdo com iodeto de propidio.
As contagens foram feitas em microscopio de fluorescéncia invertido Olympus IXS50.
Foram contadas 300 células; as amostras representam 3 contagens, sendo realizados 2

experimentos independentes.
2.5. Imunocitoquimica para fibronectina

A fibronectina, uma glicoproteina de superficie celular aparece freqiientemente
(mas nao obrigatoriamente) alterada em células transformadas (Kahn & Shin, 1979). O
padrdo de deposi¢do de fibronectina em células Vero controle e células transformadas Vero
T30 foi investigado. As células, a uma densidade inicial de 1,6 x 10° células/mL, foram
cultivadas por 3 dias sobre laminulas e depois fixadas em glutaraldeido a 0.25% /
formaldeido a 4% em tampao Pipes a 80mM — pH 6.8, com MgCl,a ImM, EGTA a 5mM e
Triton X-100 a 0,2%. Boroidreto de sédio a 100mM e albumina sérica bovina (BSA) a 3%
foram usados para bloquear sitios inespecificos. Apds incubacdo por uma noite com
anticorpo anti-fibronectina celular, a visualizacdo foi feita usando IgG anti-mouse

conjugada a FITC. Este teste foi reproduzido em um total de 3 vezes.
2.6. Analises Estatisticas

Todos os resultados numéricos foram expressos como a média + desvio padrio
(ME + DP).As comparagdes entre todos os grupos foram realizadas através de uma andlise
de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para mdltiplas comparacdes e para
detectar diferencas entre as médias dos grupos individuais. O nivel de significancia foi

estabelecido a P < 0,05.
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3. Resultados
3.1. Citotoxicidade

Os resultados obtidos no teste de citotoxicidade para o TAM em células Vero estdo
apresentados na figura 1, onde observa-se que as concentracdes foram gradualmente
citotoxicas apds 24 e 48 horas de tratamento, exceto a concentragdo de SuM, que estimulou
a proliferacdo celular em 24 horas e foi citotéxica em 48 horas. Observa-se também um
efeito cumulativo do TAM, desde que apds as primeiras 24 horas o meio com a droga era

renovado.
3.2. Microscopia de Luz e Citoquimica

Sob coloracdo com cresil violeta pode-se observar que as células Vero controle
possuem forma irregular, nicleo grande e fortemente corado, com nucléolos evidentes e em
nimero varidvel e citoplasma finamente granular (figura 2A). As células T30
morfologicamente ndo se mostraram diferentes dos controles (figura 2D), porém as células
processadas logo apds o tratamento com TAM a 30uM apresentaram volume celular
reduzido, morfologia mais arredondada (figura 2B e 2C) e vacuolizacdo citoplasmatica
(dado n@o mostrado), o que foi observado também com xylidine ponceau. Células com
morfologia indicativa de apoptose, liberando vesiculas com material intracelular envolvidas
pela membrana plasmdtica também eram freqiientes entre as amostras recém tratadas com
TAM (figura 2C). Os dados obtidos com xylidine ponceau foram iguais aos obtidos com

cresil violeta e por isso foram omitidos.
3.3. Deteccao de apoptose

Utilizou-se o kit Annexin V-biotin para detectar presenga ou auséncia de apoptose
em células Vero controle, células transformadas (T30) e em células apds 3 horas de
tratamento com TAM a 30uM. Apds 2 dias de cultura as células tratadas por 3 horas com
TAM evidenciaram elevada taxa de apoptose (em torno de 84%) assim como as células T30
(40%) em relagdo ao controle ndo tratado (aproximadamente 22%) (figura 3). Todas as

células marcadas com iodeto de propidio também evidenciaram marca¢do com anexina-V,
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o que indica apoptose tardia ou necrose. Nao houve diferencgas significativas entre niimero

de células controle em necrose ou apoptose tardia em relagdo aos outros dois grupos.
3.4. Imunocitoquimica para fibronectina

O desenvolvimento da matriz de fibronectina mostrou-se proporcional a densidade
celular tanto no controle (figura 4A) como em Vero T30 (figura 4B). Observam-se regides
de distribuicdo difusa da fibronectina e também uma vasta rede fibrilar intercelular.
Aparentemente, ndo houve diferencas significativas na deposicdo de fibronectina entre

controle e Vero T30.
4. Discussao

O antineopldsico TAM € uma droga de a¢des bastante variadas que vao desde o
controle a regressao do cancer de mama e até possivelmente a inducdo cancer uterino. Estas
acdes estdo sendo investigadas em varios modelos de estudo, in vivo e in vitro. Portanto,

este trabalho visa analisar as acdes do TAM sobre as células Vero.

O teste para a citotoxicidade do TAM mostrou que as células Vero sdo sensiveis a
essa droga proporcionalmente a sua concentracao. Porém, observando-se ainda os dados do
grifico 1 nota-se relevante proliferacdo celular na concentragdo de SuM. De acordo com
Zhong et al. (2001), aumento na sintese de DNA foi observado em fibroblastos de roedores,
da linhagem 3Y1, que possuiam uma mutacdo, quando expostos a SuM de TAM. Nessas
condi¢cdes especificas o autor sugeriu a atuacdo do TAM como promotor tumoral,
estimulando a proliferagdao de células com algum distirbio que as tornam predispostas a um

comportamento semelhante ao de células neoplésicas.

Quando comparadas ao controle, severas alteracdes morfologicas também foram
verificadas nas células Vero expostas a 30uM de TAM, como vacuolizacao citoplasmadtica,
diminui¢do do volume celular e forma celular mais arredondada, além de células cuja
morfologia com surgimento de grandes vesiculas superficiais repletas de material celular
podem representar corpos apoptoéticos, reforcando a idéia de apoptose (Majumdar et al.,

2001).
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A apoptose € um processo morte celular programada que envolve a iniciacdo por um
agente farmacolégico ou danificador de DNA, ativac¢do de enzimas proteoliticas e execugao
de alteracdo das caracteristicas bioquimicas e morfoldgicas na célula (Dietze et al., 2001;
Majumdar et al., 2001). Dependendo do fator desencadeante e do tipo celular, existem
multiplos caminhos de sinalizacdo que levam a ativacdo da maquinaria apoptdtica. Um
evento considerado inicial na apoptose € a perda da assimetria dos fosfolipideos da
membrana plasmdtica levando a externalizagdo da fosfatidilserina. O anticoagulante
anexina V atua como anti-fosfolipase e liga-se preferencialmente a fosfatidilserina
negativamente carregada (Salami & Karami-Tehrani, 2003). Para deteccdo do perfil
apoptotico em células Vero controle, Vero T30 e recém-tratadas com TAM utilizou-se
annexin V-biotin como método de estudo. Aliada a observacdo dos caracteres morfologicos
em microscopia de luz e avaliacio de citotoxicidade, pode-se constatar que o TAM a 30uM
induz apoptose em células Vero. Sabe-se que a apoptose causada pelo TAM pode ser
desencadeada por diversos mecanismos. Visto a concentracdo empregada ser elevada,
postula-se que o TAM esteja causando apoptose por caminhos independentes de receptor
de estrogeno. Existem trabalhos que relatam que nesta mesma concentragdo ou até
inferiores, 0 TAM provoca aumento da concentracdo intracelular de fon calcio em células
tumorais € ndo tumorais € a citotoxicidade do TAM pode estar vinculada a esta a¢dao (Kim
et al., 1999; Jan et al., 2000; Zhang et al., 2000). Jan e colaboradores (2000) observaram
que o TAM além de elevar o influxo de célcio extracelular também provoca a liberagdo dos
estoques intracelulares do fon em células renais MDCK (Madin Darby canine kidney).
Elevacdes na concentragdo de célcio citoplasmético por periodos prolongados podem
causar apoptose (Clapham, 1995) pela ativacdo de vdrias enzimas envolvidas em tal
processo como proteinas quinases e fosfatases, proteases neutras, transglutaminase
dependentes de Ca®* e endonuclease dependente de Ca**/Mg>* (Kim et al., 1999). E
possivel que o TAM tenha induzido apoptose em células Vero via aumento do influxo de

célcio e, portanto, através do aumento da sinalizagdo desencadeada por esse cation.

As células Vero que resistiram ao tratamento com 30uM de TAM mantidas em

condi¢des normais de cultura proliferaram e apds atingirem confluéncia comegaram a
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sobreporem-se, formando grumos celulares e esse comportamento manteve-se ao longo dos
sucessivos repiques (Barbieri & Genari, a ser submetido para publicacdo). Esse crescimento
em multiplas camadas indica perda de inibi¢do por contato (Abercrombie, 1979; Genari et
al., 1995; Genari & Wada, 1996; 1998) e relaciona-se ao processo de transformagao celular
in vitro. Analisou-se essa populacdo quanto a sua morfologia em situacdo de semi-
confluéncia, também quanto ao seu perfil apoptotico e distribuicao de fibronectina em
relagdo as células Vero controle. Tanto células T30 como controle, quando coradas com
cresil violeta ou xylidine ponceau, possuiam morfologia irregular, citoplasma finamente
granular, nicleo grande e fortemente corado, com um ou mais nucléolos e coloracio
semelhantes. Contudo, linhagens celulares transformadas podem apresentar um
comportamento semelhante ao tumoral (crescimento em multiplas camadas) quando em alta
densidade celular e nenhuma evidéncia de alteracdes fenotipicas visuais quando pouco
confluentes (Naora et al., 1998), o que poderia indicar que modificagdes na morfologia
celular poderiam estar sendo desencadeadas pelo contato célula-célula, ou seja, pela alta

densidade celular em células pré-dispostas em razdo de alguma alteracdo genética ou

epigenética.

As fibronectinas sdao glicoproteinas presentes na matriz extracelular e no plasma
sanguineo cuja principal fun¢ao € promover a adesao celular a materiais extracelulares ou a
substrato s6lido (Genari et al., 1998). Devido a sua funcdo, essas proteinas t€m sua
distribuicdo freqiientemente alterada em populagdes celulares transformadas e células
tumorais, sendo sua diminui¢do relacionada ao crescimento tumoral e metastitico (Chen &
Chen, 1987; Steele et al., 1988). Contudo, células epiteliais e fibroblastos transformados
podem exibir expressao e secrecdo de fibronectina igual ou maior que as células parentais
nao-transformadas (Khan & Shin, 1979; Bannikov et al., 1982; Lyubimov, 1982). Células
Vero controle e T30 em alta densidade celular aparentemente possuem o mesmo padrao de
distribuicao de fibronectina, o que possivelmente indica que essa proteina ndo apresenta

uma relacdo direta com o comportamento alterado das células transformadas T30.

Ainda buscando caracterizar as populacdes celulares, observou-se que o perfil

apoptotico de células controle e transformadas mostrou-se diferente, sendo a taxa de morte
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em Vero T30 duas vezes maior que o controle. Hansson e colegas (2003), caracterizando
cultura primdria de queratindcitos bucais e queratindcitos bucais imortalizados relataram
indice apoptético como também taxa proliferativa das células imortalizadas até 4 vezes
maior que da cultura primaria, mesmo na presenca de soro no meio de cultura. As
alteracdes na taxa de apoptose em condi¢des normais de cultura de células T30 em relagao

ao controle podem indicar que tratam-se, realmente, de duas populacdes celulares distintas.

Em conclusdo, o TAM pode ter efeito citotoxico relacionado a apoptose e agdo
estimulante sobre proliferacao de células Vero, de maneira concentracdo-dependente. Essa
toxicidade pode estar vinculada a alteracio comportamental das células, como o
crescimento em multiplas camadas e aumento da taxa de apoptose espontanea. A aparente
auséncia de alteracdes morfologicas em T30 quando o tapete celular € semi-confluente ou a
semelhanca dos padrdes de deposi¢do de fibronectina podem ser um estimulo para futuras
investigacdes, mais detalhadas e com técnicas de biologia molecular, dessa linhagem

celular transformada pela acdo do TAM.
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Figura 1. Efeitos citotoxico e proliferativo do TAM sobre células da linhagem
Vero. As células foram tratadas com TAM em concentragdes
crescentes e por periodos de 24 e 48 horas. Células controle
correspondem a células ndo-tratadas nos mesmos periodos. Os
dados mostrados (ME + DP; n=8) representam trés experimentos
independentes com resultados similares ( * , significativamente

diferente do valor controle, P < 0,05).
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Figura 2. Microscopia de luz do controle (A), das células tratadas com 30uM
TAM / 24h (B e C - detalhe) e células Vero T30 (D) coradas com
cresil violeta a 0,25%. Apds 48h de cultura e em estado de ndo
confluéncia, as células tratadas com 30uM de TAM / 24h
distinguiam-se das células controle em numero e morfologia.
Células transformadas Vero T30 ndo apresentaram diferencas
significativas das células Vero controle. Em A, B e D as barras

representam 20pum. Em C a barra representa 10um.
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Figura 3. Niveis de apoptose e necrose/apoptose tardia (unidade: numero de
células) em: células controle, células Vero logo apds tratamento
com 30uM TAM e células T30. As taxas das células controle e
células T30 correspondem a apoptose espontanea em cultura. As
colunas s@o a ME + DP de n = 3 ( *, significativamente diferente

do valor controle, P < 0,05).
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Figura 4. Distribui¢do da fibronectina apds 3 dias de cultura, em monocamada
confluente de: (A) células Vero controle e (B) células Vero T30. As
células mostraram regides de distribuicdo difusa de fibronectina na
superficie celular e uma rede fibrilar nos contatos entre células

adjacentes. Aparentemente, o controle e T30 depositaram quantidades

similares de fibronectina. Barra de aumento: 20um.
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CAPITULO 4
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CONCLUSOES GERAIS

Levando-se em conta os diversos efeitos do tamoxifeno sobre as células da

linhagem Vero segundo as condi¢des experimentais empregadas, pode-se concluir que:

v as células Vero, expostas a concentracdes a partir de 30uM e as outras
concentragdes mais citotoxicas de tamoxifeno passaram a apresentar
caracteristicas fenotipicas e comportamentais semelhantes a células tumorais,
com crescimento em multiplas camadas e perda de inibicdo por contato. As
células controle apresentam inibicdo do crescimento por contato, crescendo em

monocamada;

v o tamoxifeno causou aumento da proliferacdo das células Vero como resposta
imediata ao tratamento com SuM de tamoxifeno por 24 horas, porém apresentou

efeito citotoxico sobre as células Vero a partir da concentragdo de 10uM;

v através dos testes citoquimicos foi possivel observar logo apds o tratamento com
o tamoxifeno a presenca de células com alteragdes morfoldgicas como grandes
vesiculas citoplasmaticas, possivelmente associadas a apoptose; contudo, a
populacdo transformada Vero T30 ndo apresentou diferengas significativas em

relagdo as células controle;
v o padrdo de distribuicdo de fibronectina de células normais e transformadas é
semelhante, o que pode indicar que essa proteina ndo estd diretamente

relacionada a alteragdo comportamental apresentada pelas células Vero T30;

v o tamoxifeno na concentracdo de 30uM induziu morte celular por apoptose nas

células Vero;
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v as diferencas entre as taxas de apoptose de células T30 e controle, em condi¢des
normais de cultura, podem ser mais um indicativo de distingdo entre as duas

populacdes celulares.

Assim, podemos concluir de forma geral que o tamoxifeno apresentou efeito
citotoxico e indutor de apoptose nas células Vero, além de causar alteracoes morfologicas e
comportamentais irreversiveis, caracterizando sua capacidade de promover transformacio

nestas células.
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