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RESUMO

Introducdo: O céancer de ovario € o mais prevalente e letal cancer ginecologico. A
quimioterapia € um componente importante do tratamento sistémico classico com uma
combinacdo de um agente platinado e um taxano, usualmente. Invariavelmente, cancer de
ovario avangado torna-se resistente a quimioterapia.

Objetivos: Com base em dados recentes que demonstram um possivel papel das
neurotrofinas na regulacdo de quimiosensibilidade, decidimos estudar o impacto do fator
neurotrofico derivado de cérebro (BDNF) sobre a atividade antitumoral de diferentes classes
de agentes antineopléasicos.

Métodos: Para avaliar um possivel efeito sinérgico entre BDNF e diferentes combinacdes
de tratamento para cancer de ovario, as células foram expostas a cisplatina, etoposideo,
doxorrubicina e paclitaxel concomitantemente com BDNF durante 48 horas. Administracao
sequencial de BDNF e quimioterapia foi realizada para avaliar o potencial de BDNF em
modificar a resposta ao tratamento quimioterapico dependendo de qual agente é aplicado em
primeiro lugar.

Resultados: Houve uma reducdo da viabilidade de células OVCAR-3 quando expostas a
cisplatina, doxorubicina e etoposideo concomitantemente com BDNF em 61,18% (SE+1.12,
p=0.002), 38,96% (SE£1.08, p=0.001) e 49,63% (SE+1.17, p<0.001), respectivamente.
BDNF também reduziu significativamente o efeito do paclitaxel e doxorrubicina quando
usado antes da quimioterapia com uma reducéo de efeito de 53,46% (SE+3.48, p=0.001) e
48,25% (SE+1.25, p=0.018), respectivamente. Além disso, o BDNF utilizado
sequencialmente & doxorrubicina foi capaz de reverter a quimiotoxicidade deste agente em
37,77% (SE+1.25, p=0.018).

Conclusdo: Utilizando a linhagem celular de cancer de ovario (OVCAR-3), BDNF exibiu
um efeito sinérgico quando administrado concomitantemente com 0s agentes citotoxicos
doxorrubicina, etoposideo e cisplatina. Observamos também um efeito protetor de BDNF
quando aplicado 24 horas antes de doxorrubicina e paclitaxel. Notavelmente, quando BDNF
foi administrado apos a exposi¢do a agentes antineoplasicos, uma reversdo da citotoxicidade
foi observada apenas para a doxorrubicina e ndo para 0s outros agentes.

PALAVRAS-CHAVE: Cancer de ovario, OVCAR-3, BDNF, doxorrubicina, paclitaxel,

cisplatina, etoposideo.



ABSTRACT

Background: Ovarian cancer is the most prevalent and lethal of gynecological malignancies.
Chemotherapy is an important component of the systemic treatment with a combination of a
platinum complex and a taxane one of the classic treatments. Invariably, advanced ovarian

cancer becomes resistant to chemotherapy.

Objective: Based on recent data demonstrating a possible role of neurotrophins regulating
chemosensitivity, we decided to study the impact of brain-derived neurotrophic factor

(BDNF) on the antitumor activity of different classes of antineoplastic agents.

Methods: Primarily, to evaluate a possible synergistic effect of BDNF and different ovarian
cancer treatments combination, cells were exposed to cisplatin, etoposide, doxorubicin and
paclitaxel concomitantly with BDNF for 48 hours. Sequential administration of BDNF and
any of the agents was carried out to evaluate if BDNF has the potential of enhancing or

protecting cells from the effects of treatment depending of each agent is applied first.

Results: There were a reduction in viability of OVCAR-3 cells exposed to cisplatin,
doxorubicin and etoposide when used concomitantly with BDNF in 61.18% (SE 1.12,
p=0.002), 38.96% (SE 1.08, p=0.001) and 49.63% (SE 1.17, p<0.001) respectively. We also
found that BDNF reduced significantly the effect of paclitaxel and doxorubicin when used
before chemotherapy with a reduction of effect of 53.46% (SE+3.48, p=0.001) and 48.25%
(SE£1.25, p=0.018), respectively. Furthermore, BDNF used sequentially to doxorubicin was
able to reverse the chemotoxicity of this agent in 37.77% (SE 1.25, p=0.018).

Conclusion: In conclusion, using the human ovarian carcinoma cell line OVCAR-3, BDNF
exhibited a synergistic effect when administered concomitantly to the cytotoxic agents
doxorubicin, etoposide and cisplatin. We have also observed a protective effect of BDNF
when applied 24 hours before doxorubicin and paclitaxel. Notably, when BDNF was
administered after the exposure to the antineoplastic agents, a reversal of cytotoxicity was

observed only for doxorubicin and not for the other agents.

KEYWORDS: ovarian cancer, OVCAR-3, paclitaxel, doxorubicin, etoposide, cisplatin,
BDNF.
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LISTA DE ABREVIATURAS

EGFR: epidermal growth factor receptor - (receptor do fator de crescimento
epidérmico)

mTOR: mammalian target of rapamycin - (alvo da rapamicina em mamiferos)

VEGF: vascular endothelial growth factor - (fator de crescimento endotelial)

BDNF: brain-derived neurotrophic factor - (fator neurotréfico derivado do cérebro)
TrkB: tropomyosin-related kinase - (cinase relacionada a tropomiosina B)

PARP: poly (ADP-ribose) polymerase - (Poli(ADP-ribose) Polimerase)

Kras: rat sarcoma virus - (virus do sarcoma de rato)

PTEN: phosphatase and tensin homolog - (homdlogo da fosfatase e tensina)

HER2: human epidermal growth factor receptor 2 - (receptor do fator de crescimento
epidérmico humano tipo 2)

BAX: Bcl-2—associated X protein - (proteina X associada ao Bcl-2)

FGF: Fibroblast Growth factor (fator de crescimento de fibroblasto)

PDGF: Platelet derived Growth factor (fator de crescimento derivado de plaquetas)
NTF: Neurotrophin (neurotrofina)

EGF: Epidermal Growth Factor (Fator de crescimento epidérmico)

NGF: Nerve Growth Factor (Fator de Crescimento Neuronal)

NT3: Neurotrophin 3 (Neurotrofina 3)
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NT4/5: Neurotrophin 4 and 5 (Neurotrofina 4 e 5)

TrkA(tropomyosin-related kinase cinase relacionada a tropomiosina A
TrkC(tropomyosin-related kinase cinase relacionada a tropomiosina C

SNC: Sistema nervoso central

SNP: Sistema nervosa periférico

TNF: Tumor necrosis factor (Fator de necrose tumoral)

p75NTR: p75 neurotrophin receptor (receptor de neurotrofinas p75)

PI3K: Phosphoinositide 3-kinases (Fosfatidilinositor 3 cinase)

PKB: Protein Kinase B (Proteina cinase B)

MEK: extracellular signal-regulated kinases - (cinase regulada por sinal extracelular)
ERK: Extracellular Signal-Regulated kinases (Cinase reguladora de sinal extracellular)
MAPK: Mitogen-Activated Protein (MAP) Kinases (Proteina Cinase mitdgeno-Ativada)
Rapl: Ras-related protein 1 - (Proteina 1 relacionada a Ras)

elF4E: Eukaryotic translation initiation factor 4E - (fator-4A de iniciacdo eucaridtico)
Bad: Bcl-2-associated death promoter (promotor de morte associado a bcl-2)

GSK3p: Glycogen synthase kinase 3 beta - (glicogénio sintase cinase 3)

NFKB: nuclear factor kappa B (fator nuclear kappa B)

JNKZ1: ¢c-Jun N-terminal kinase (cinase c-Jun N-terminal)

Bcl-2: B-cell lymphoma 2 (proteina 2 do linfoma de células B)
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1. Introducao

Ao longo dos ultimos anos, uma mudanca de paradigma vem ocorrendo na area da
oncologia. O foco no desenvolvimento de novas drogas antitumorais € 0 uso de terapias
alvo, visando o controle de vias ativas na génese tumoral. Atualmente existe mais de 4000
drogas em desenvolvimento através de estudos de fase | a IV no mundo e a uma parte
importante delas pertence a classe de terapias alvo. [1] Esta linha de pesquisa é proveniente
da melhor compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos no desenvolvimento
tumoral. Algumas drogas desenvolvidas através deste modelo j& se mostraram efetivas
inclusive em estudos clinicos e estdo incorporadas na pratica clinica atual como o uso de
blogueadores de EGFR, blogueadores de mTOR e antagonistas de VEGF.

Nossa proposta € progredir no entendimento dos mecanismos moleculares
responsaveis pelo carater agressivo e de dificil tratamento envolvido na neoplasia de ovario,
além de sua interagdo com quimioterapias de diferentes mecanismos de acdo j& usadas na
pratica clinica.

A via do BDNF/TrkB cresce em importancia nos ultimos anos, principalmente pela
demonstracdo de efeitos benéficos e aditivos com quimioterapia da manipulacdo desta via

molecular.
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2. Revisao da literatura

2.1. Epidemiologia do Cancer de ovario

O céncer de ovario ndo define apenas uma doenga, essa classificacdo inclui tumores
epiteliais, de células germinativas ou de origem no cordéo estromal.
Os tumores epiteliais sdo 0os mais comuns sendo responsaveis por 90% dos casos e ocorrem
tipicamente em mulheres pds menopausicas. Os desafios para o tratamento dessas doencas é
muito grande porque a maior parte dos casos ja sdo descobertos com doenca avangada.

O cancer de ovario é uma neoplasia feminina de baixa incidéncia, estimada em torno
de 2-3% dos canceres femininos. Entretanto, possui alta mortalidade j& que cerca de 75%
dos diagnosticos sao realizados na fase avancada conferindo um grande desafio na préatica
clinica. Estimam-se 6190 novos casos para 2012 com uma mortalidade estimada em
aproximadamente 3000 casos no Brasil. [2] Ou seja, atualmente, o cancer de ovario é um
tumor ginecoldgico de dificil diagnostico e frequentemente com uma chance de cura muito
baixa.

O risco de desenvolvimento de cancer de ovario epitelial esporadico ao longo da vida
é aproximadamente 1,7%, embora em pacientes com predisposicdo familiar esse risco possa
alcancar até 40% (2). Nas ultimas décadas, uma melhora estatisticamente significativa vem
ocorrendo, com uma taxa de sobrevida de 36% em 5 anos em 1977 e 45% em 2002. Esta
melhora provavelmente é decorrente de quimioterapia mais efetiva e avangos nas técnicas

cirurgicas de debulking. [3]

2.2. Tratamento citotdxico atualmente

O tratamento primario dessas pacientes consiste em uma combinacdo de carboplatina
e um taxano, usualmente. Porém, metade dos pacientes apresentam recidiva apds cerca de 12
meses do primeiro tratamento.[4] Em pacientes com doenca recorrente, a primeira
abordagem para o tratamento destes casos envolve a identificacdo de pacientes entre 0s
considerados resistentes a platina (recidiva em menos de 6 meses do Ultimo tratamento com
agente platinado) ou entre os considerados sensiveis a platina (recidiva ap6s 6 meses do

ultimo tratamento).
13



Até recentemente, o retratamento com o mesmo esquema utilizado inicialmente era
considerado o tratamento padrdo para pacientes com neoplasia sensivel a platina, porém
recentemente se mostrou que carboplatina associado com um antraciclico de nova geracéo,
doxorrubicina lipossomal peguilada, foi superior ao retratamento com as mesmas
medicacdes da primeira linha. [5]

Nas pacientes com doenca resistente a platina na recidiva, existem diversas op¢oes de
tratamento como uso isolado de doxorrubicina lipossomal peguilada, etoposideo e
combinacdo de quimioterapia com terapia alvo como bevacizumabe, um antagonista de
VEGF.[6] Porém, o intervalo livre de doenca € progressivamente menor a cada linha de
tratamento.[7]

Diversas linhas de pesquisa avaliam o uso de terapias alvo no combate ao cancer de
ovario resistente a quimioterapia como o uso de epotilonas (inibidor de microtubulos),
cediranib (um inibidor do receptor de VEGF) e inibidores da Poli(ADP-ribose) polimerase
(PARP). [8-10]

2.3. Biologia molecular no cancer de ovario

Muitas alteracbes moleculares tem sido descritas em pacientes com neoplasia epitelial
de ovario. Andlise citogenética pode revelar anormalidades complexas que incluem delecbes
de 3p, 64, 8p, 10q, por exemplo. A mutacdo no protooncogene p53 ocorre em mais de 50%
dos casos, principalmente nos casos mais agressivos enquanto mutacdes em B-raf, Kras,
PTEN ou beta-catenina podem ser vistas em tumores de comportamento mais indolente. [11]
Ja a amplificacdo de HER2 é vista em aproximadamente 8% dos casos, conferindo pior
prognostico [12]. Podem ocorrer também a hiperexpressdo de BAX sendo associada com
quimiorresponsividade e melhor prognostico, a expressdao de proteinas de adesdo de
superficie como CD44H e B-1 integrinas que sdo mediadoras da propagacao transperitoneal
do tumor e a expressdao de VEGF, uma citocina angiogenica, que confere pior prognéstico
quando possui valores elevados em aferi¢bes séricas. [13-15] Os receptores de tirosina
quinase, tais como o TrkB, também sdo encontrado em cancer de ovario e parecem ter um
papel importante na supressdo da apoptose, estando também associados com pior
progndstico, como sera discutido na sequéncia. [16-21]
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2.4. Importancia do TrkB

O tratamento ideal das neoplasias envolve a inibicdo seletiva apenas das vias
responsaveis pela sobrevivéncia das células neoplasicas sem interferéncia com as vias de
sinalizacdo de células normais. [22] Para tanto é necessario a identificacdo de vias ativas
apenas no tecido tumoral, preferencialmente.

Existe uma série de fatores de crescimento responsaveis pela ativacdo de potenciais
vias de sobrevivéncia celular como fator de crescimento de fibroblasto (FGF), fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), neurotrofinas (NTF), fator de crescimento
epidérmico (EGF) e interleucinas.

As neurotrofinas sdo bem caracterizadas no campo da neurobiologia e sao
responsaveis pelo desenvolvimento normal do SNC, mas também estdo envolvidas em
mudancas na morfologia celular de uma variedade de tecidos ndo tumorais. [23, 24]

A familia de neurotrofinas, tais como NGF, BDNF, NT3 e NT4/5, se ligam com
maior afinidade a receptores especificos. TrkA para NGF, TrkB para BDNF e NT4/5 e TrkC
para NT3. O TrkB (receptor tirosina quinase de neurotrofinas) foi isolado e sequenciados de
diversas espécies de mamiferos. A ativagdo do receptor com seu ligante exerce importante
efeito na regulacdo da sobrevivéncia, estrutura e funcionamento dos neurénios do SNC e
SNP. [25-28]

As neurotrofinas exercem seu papel através de varias cascatas intracelulares que séo
iniciadas apos ligacéo a duas classes de receptores de superficie celular, um receptor tirosina
quinase e um membro da familia de receptores do TNF, Trk e p75NTR respectivamente.
Deste modo, sendo capazes de modular diversos efeitos biologicos e por vezes com efeitos
opostos. [29]

As neurotrofinas sdo sintetizadas na forma de pré-neurotrofinas que sofrem um
processo de proteolise para geracdo de neurotrofinas maduras. Estas pro-neurotrofinas se
ligam ao p75NTR com maior afinidades que as neurotrofinas. Ou seja, 0 p75NTR pode se
ligar a todas as neurotrofinas em suas formas precursoras enquanto os receptores Trk sédo
ligados seletivamente pelas neutrofinas maduras. Ou seja, 0 processamento das pro-
neurotrofinas pode possuir um papel estimulador da sobrevivéncia celular enquando sua
reducdo tende a estimular as vias de morte celular pelo acimulo de pré-neurotrofinas e

consequente maior ativacao de p75NTR.[30]
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Figura 1. Neurotrofinas e seus receptores. Pré-neurotrofinas se ligam com alta afinidade ao
receptor p75NTR enquanto as neurotrofinas processadas se ligam com alta afinidade aos
seus receptores especificos.(Adaptado de Segal et al, 2003)[30]

O mecanismo de a¢do exato ndo é conhecido, mas é provavel que PI3K/PKB e MEK-
ERK séo as vias ativadas tendo importante papel no crescimento tumoral e metastatizagdo
com potencial reversdo deste processo com o uso de inibidores dessas vias. [20, 31-41]

A ativacdo da via RassMAPK ¢ essencial para diferenciacdo neuronal e de células
de neuroblastoma. Vérias vias podem estar envolvidas na ativacdo de Ras a partir dos
receptores Trk, sendo a maioria delas secundérias a fosforilagcdo destes receptores. As
varias MAPK ativadas através de Ras e Rapl possuem diferentes alvos intracelulares que
sdo responsaveis pela transcricdo génica e consequentemente diferentes respostas
bioldgicas.[42]
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Figura 2. Vias de sinalizagdo do PI3K/Akt/mTOR/S6 e MAPK ativadas atraves de
BDNF/TrkB levando ao aumento da sintese proteina em células neurais. A fosforilacdo de
PI3K pode causar a fosforilacdo e ativacdo de Akt. Por sua vez, Akt tem como um de seus
alvos a proteina ribossomica S6 que participa do complexo 40S para translacdo. A via de
MAPK também ¢é ativada obtendo seu efeito através da agdo direta de elFAE na estimulagao
da sintese proteica. (Adaptado de Robinet et al, 2009) [42]

Ja o recrutamento de PI3K através de receptores Trk é importante para a sinalizacao
celular responsavel pela sobrevivéncia celular através de segundos mensageiros que ativam
Akt (também conhecido como PKB). Substratos de Akt incluem proteinas envolvidas em

diferentes passos das vias de morte celular, como Bad, Caspase-9, GSK3p e NF- «B.
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Em contrapartida, a ativacdo de p75NTR tem sido relacionada & morte celular através
da ativacdo da via associada a JNK1 e a via do p53, porém o receptor p75NTR também tem
sido associado com a capacidade de promover o crescimento neuronal através da ativagdo do
fator de transcricdo NF-xB apds interacdo com NGF. Deste modo, o balanco entre a
promogéo do crescimento e morte celular parece estar associado, pelo menos em parte, ao
equilibrio entre as diferentes moléculas ativas apds fosforilagdo dos receptores.

Por exemplo, estudos avaliando linhagens de neuroblastomas sugerem dois efeitos
diversos dependendo da via inibida. A inibicdo de PI3K/PKB parece diminuir a sobrevida de
células progenitoras corticais e melhorar a habilidade de quimioterapia citotoxica em causar
morte celular. J& a inibicdo de MEK-ERK bloqueia a geracdo de novos neurénios. [43, 44]
Esses dados sugerem que a sobrevida neuronal é mediada por PI3K e em grau menor por
MEK, enquanto o crescimento celular depende tanto de MEK como de PI3K. [45]

As neurotrofinas, portanto, possuem uma grande variedade de a¢fes possiveis e esta
complexidade de respostas sdo dependentes do tipo de receptor ativado, da neurotrofina
ligante e das moleculas de sinalizacdo estimuladas assim como da localicdo e momento da
estimulacao. [30]

O BDNF possui papel importante na proliferacdo, sobrevivéncia e diferenciagdo de
neurdnios no SNC e no SNP, além disso, acredita-se que seja responsavel pelo crescimento
celular neoplasico e pela capacidade de metastatizacdo destas células. [27, 39, 46-52]

Do mesmo modo, ha evidéncia de relacdo entre os niveis de BDNF no tecido tumoral
e pior progndstico. Além da demonstracdo que os tecidos tumorais expressam niveis mais
altos de BDNF em comparacdo com tecidos normais adjacentes em tumores de célon. [49,
53, 54]

Ha evidéncia crescente que TrkB e BDNF estdo frequentemente superexpressos nas
neoplasias humanas, incluindo cancer de péancreas, prostata, tumor de Wilms e
neuroblastomas, especialmente os de pior prognostico.[55-60].

Em neuroblastomas, niveis elevados de TrkA e TrkC estdo associados com melhor
prognostico, enquanto TrkB e BDNF estdo preferencialmente expressos em tumores mais
agressivos, além de poderem representar um sistema autocrino capaz de promover
crescimento tumoral, invasdo e metastases. Além disso, a sinalizagdo aumentada mediada
por BDNF/TrkB pode promover resisténcia & quimioterapia por mediacdo de PI3K e Akt.
[20, 61]
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Como exemplo, um estudo avaliando células de neuroblastoma demonstrou o
potencial de BDNF em evitar a morte celular induzida por etoposideo in vitro e também
demonstrou que celulas com alta expressdo de TrkB sd@o menos sensiveis a etoposideo em
modelos animais em relacéo a celulas com baixa expresséo desse receptor. [62]

Ja em relacdo ao meduloblastoma, tumor neural mais comum na infancia, foi
demonstrada associacdo entre TrkB e sobrevivéncia celular, apesar de que em algumas
linhagens a estimulacdo de BDNF/TrkB possa também inibir o crescimento celular do
meduloblastoma. [63]

Em adenocarcinoma de pulmdo foi demonstrada expressdo de TrkB e que o

tratamento de células A549 com BDNF estimulou a via Akt enquanto o inibidor de Trk
K252a induziu a apoptose destas células. [64]
Como exemplo da importancia desta via para diferentes tipos de neoplasia, BDNF e TrkB
estdo superexpressos em espécimes de tumores de bexiga (10) com evidéncia de aumento da
proliferacdo e sobrevivéncia celular com estimulo de BDNF. Em contrapartida, ha evidéncia
de citotoxicidade e menor capacidade de migracdo e invasdo com uso de anticorpo anti-
TrkB especifico. [65]

Em relacdo ao cancer de mama, a expressdo de TrkB esta associada com pior
progndstico e risco de morte por cancer [66]. Além disso, 0 BDNF est4 associado com
resisténcia a apoptose enquanto o uso de anticorpo anti-BDNF reduziu o crescimento
tumoral em camundongos. [67] A expressdao de TrkB e BDNF também estd elevada em
linhagens de neoplasias de cabeca e pescoco e de cancer escamoso de cérvice uterina [68].

Outros tumores apresentam aumento da expressdo de TrkB e pode estar associado a
um pior progndstico como o tumor de Wilms, cancer de ovério e adenocarcinoma de
pancreas [20].

Recentemente foi demonstrado que TrkB e BDNF foram expressos em amostras de
adenocarcinoma colorretal esporadico e que os niveis de BDNF estdo aumentados em
amostras de tumor em relagdo ao tecido adjacente normal. Neste estudo, o tratamento de
células humanas de HT-29 com BDNF recombinante preveniu efeitos antiproliferativos de
RC-3095, um peptideo sintético com atividade antitumoral por bloqueio do receptor dos
peptideos liberadores de gastrina. Em paralelo, o uso de k252a resultou huma reducdo da
proliferacdo. Além disso, os niveis de secrecdo de BDNF aumentaram em resposta ao
tratamento com RC-3095 e este aumento apresentou associagdo com resisténcia aos efeitos

antiproliferativos esperados. Estes achados sugerem que 0 aumento nos niveis de
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BDNF/TrkB podem ter um papel importante no desenvolvimento de resisténcia ao
tratamento de cancer colorretal com agentes que possuem como alvo outros receptores de
fatores de crescimento. [53]

O TrkB também tem sido demonstrado capaz de induzir apoptose através de um
mecanismo dependente de PI3K/Akt em células epiteliais ndo malignas [20]. Recentemente,
demonstrou-se a possibilidade de células endoteliais com hiperexpressdo de BDNF
contribuirem para angiogénese tumoral. [69]

Em conjunto, essas evidéncias sugerem que moléculas que atuem como antagonistas
de TrkB ou anticorpos monoclonais contra BDNF ou TrkB possam ser uma nova e
importante alternativa de tratamento para varios tipos de cancer. Apesar disto, um melhor
entendimento do papel de BDNF/TrkB nas neoplasias se faz necessario.

BDNF também demonstrou possuir efeitos protetores em diversos modelos
neurais[70, 71]. Possui papel na protecdo de morte celular induzida por axotomia[72],
apoptose induzida por oOxido nitrico [73] e lesdo induzida por insultos metabdlicos e
excitotoxicos. [74]

Portanto, existem inumeros estudos associando BDNF com a promogdo da
sobrevivéncia celular [47-50] e com quimioprote¢do em células de neuroblastoma [51, 52].
Também, ha evidéncia que BDNF, através da ativacdo de PI3K pode bloquear a apoptose
em células de neuroblastoma tratamentos com diferentes agentes quimioterapicos
comumente usados como etoposideo, doxorrubicina e cisplatina. [31]

Embora esteja claro que TrkB/BDNF possui um papel importante na progresséo
tumoral e desenvolvimento de metastases, os mecanismos moleculares envolvidos ndo sdo
completamente compreendidos. Estes achados esclarecendo as potenciais vias moleculares
envolvidas podem permitir o desenvolvimento de potenciais novas terapias para 0
tratamento. [75, 76]

2.5. Caracterizacao das drogas em estudo

2.5.1. Etoposideo

Etoposideo € um inibidor de topoisomerase Il usado no tratamento de diversas
neoplasias. O etoposideo induz apoptose através de cascata intracelular na qual membros da

familia Bcl-2 possuem papel primordial ja que s@o alvos de Akt. [77]
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O etoposideo ¢ um derivado semisintético do vegetal podofilotoxina apresentando
atividade contra um grande numero de neoplasia. Foi aprovado para uso inicialmente nos
Estados Unidos no ano de 1983 e ¢ essencial para o tratamento de tumores como carcinoma
de pequenas células pulmonar e o carcinoma testicular.

O etoposideo é considerado um inibidor de topoisomerase Il. Esta enzima possui
papel muito importante na duplicacdo do DNA. O complexo de enzimas topoisomerases liga-
se a0 DNA formando um complexo DNA-topoisomerase determinando uma clivagem
controlada em uma fita do DNA. Este complexo enzimatico produz uma abertura que permite
a passagem de outra fita de DNA, evitando a distenséo forcada das bandas de DNA. Na
sequéncia, ocorre religacdo da fita clivada no ponto de quebra e, por final, a dissocia¢do
entre o DNA e o complexo enzimatico. O etoposideo age estabilizando o complexo
enzimatico e o DNA impedindo a etapa de religacdo do ponto de quebra e consequente

morte celular. [78, 79]

2.5.2. Doxorrubicina

A doxorrubicina é um antibiético antraciclico isolado da cultura do fungo
Streptomyces peucetius var. caesius, utilizado atualmente em vérias neoplasias como
carcinomas de mama, pulmdes, tiredide e carcinomas ovarianos, por exemplo.

O mecanismo de acdo envolve a inibicdo da enzima topoisomerase Il e RNA
polimerases, relacionadas a sintese de DNA. A doxorrubicina também se liga aos acidos
nucléicos pela intercalagdo especifica do nucleo planar da antraciclina com a dupla hélice do
DNA, ocorrendo quebras uni ou bifilamentares. Possui em sua estrutura um anel de quinona
e de hidroguinona com potencial de formacéo de radicais livres que atuam como agentes
alquilantes importantes como agua oxigenada, ferro, hidroxila e célcio. [80, 81]

A presenca de doxorrubicina e dos radicais livres formados sdo responsaveis por
danos importantes no DNA. [82] Possui também atividade sobre a membrana celular

ligando-se tanto a ela como a proteinas plasmaticas, alterando suas funcdes. [83]

2.5.3. Cisplatina

Desde que a cisplatina foi introduzida no combate ao cancer na década de 70, ela se

tornou o pilar de tratamento de diversas neoplasias como neoplasias ginecologicas,
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genitourindrias e gastrointestinais, por exemplo. A cisplatina induz morte celular através de
ligagBes covalentes com o DNA. Estas ligagdes ocorrem também em outros componentes
intracelulares, incluindo proteinas, lipidios, RNA e DNA mitocondrial, porém, existe
consenso cientifico que o mecanismo primario de morte celular ocorre através da lesao
direta no DNA. Embora possa se ligar em todas as bases, a ligacdo preferencial ocorre entre
a posicdo N-7 de moléculas de guanina adjacentes ou entre uma guanina e uma adenina.
Estas interacdes levam a uma distorcdo da molécula de DNA. Aparentemente, a cisplatina

ndo possui acdo especifica sobre o ciclo de vida celular. [79]
2.5.4. Paclitaxel

O paclitaxel € um agente antimicrottbulo que promove a agregagdo de microtubulos a partir
dos dimeros de tubulina tendo sua estrutura descrita na década de 70. Desde entdo, se
mostrou ativo em carcinoma de ovario, mama, colo uterino e de pulmé&o, por exemplo.

A ligacdo de paclitaxel com os microtibulos e sua estabilizacdo acaba por bloguear o ciclo
celular em sua dltima fase (G2) e na mitose, impedindo a proliferacdo e divisdo celular.
Como é um composto hidrofobico, acredita-se que possa entrar nas células através de
difuséo passiva. [84, 85]

2.6. Caracterizacdo da linhagem celular OVCAR-3

Essa linhagem celular foi isolada apds coleta de ascite em paciente com
adenocarcinoma de ovario apds progressdo ao tratamento combinado de adriamicina,
ciclofosfamida e cisplatina. Deste modo, OVCAR-3 possui resisténcia in vitro a
concentragdes clinicamente ativas de adriamicina (5 x 10® M), melfalano (5 x 10° M) e
cisplatina (5 x 107 M) com sobrevida em comparacdo ao controle de 43, 45 e 77%,
respectivamente.

Essas caracteristicas tornam esta linhagem celular como um dos modelos in vitro
mais adequados para a avaliagdo dos mecanismos de resisténcia a quimioterapia no cancer de

ovario.[86]
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3. Justificativa

3.1. Necessidade de novos tratamentos

Atualmente o tratamento do cancer de ovario possui na quimioterapia baseada em
platina em associagdo com taxanos seu pilar mais importante, porém estdo surgindo as
primeiras evidéncias de que a terapia alvo pode acrescentar ganhos de qualidade no
tratamento quando associada a tratamento quimioterapico. Importantes trabalhos pré-clinicos
e clinicos tem demonstrado nos ultimos anos que a combinacdo de tratamento focado em
alvos moleculares pode acrescentar eficicia ao ja estabelecido tratamento quimioterdpico. O
desenvolvimento destas linhas de pesquisa sdo importantes para a melhora na qualidade e

eficacia do tratamento disponivel. [87-90]
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo principal

O objetivo deste estudo foi avaliar uma possivel interacdo de efeito entre a ativacéo da via do

BDNF/TrkB e o uso de quimioterapia citotdxica classica utilizada para tratamento de cancer
de ovério na prética clinica.
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4.2. Objetivos secundarios

4.2.1. Avaliar os efeitos da estimulacéo do receptor TrkB induzida pela aplicacdo de
BDNF sobre a proliferacdo celular em linhagem celular de cancer de ovério
(OVCAR-3);

4.2.2. Avaliar se a estimulacdo do receptor TrkB, induzida pela aplicacdo de BDNF, é
capaz de prevenir o dano citotoxico induzido por adriamicina, etoposideo,
cisplatina e paclitaxel em linhagem celular de cancer de ovario (OVCAR-3);

4.2.3. Avaliar o efeito da estimulacdo do receptor TrkB, induzida pela aplicacdo de
BDNF, concomitantemente ao dano citotoxico induzido por adriamicina,
etoposideo, cisplatina e paclitaxel em linhagem celular de cancer de ovario
(OVCAR-3);

4.2.4. Avaliar se a estimulacdo do receptor TrkB, induzida pela aplicacdo de BDNF, é
capaz de reverter o dano celular induzido por adriamicina, etoposideo, cisplatina

e paclitaxel em linhagem celular de cancer de ovario (OVCAR-3);
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Abstract

Ovarian cancer is the most prevalent and lethal of gynecological malignancies.
Chemotherapy is an important component of the systemic treatment with a combination of a
platinum complex and a taxane one of the classic treatments. Invariably, advanced ovarian
cancer becomes resistant to chemotherapy. Based on recent data demonstrating a possible
role of neurotrophins regulating chemosensitivity, we decided to study the impact of brain-
derived neurotrophic factor (BDNF) on the antitumor activity of different classes of
antineoplastic agents. Primarily, to evaluate a possible synergistic effect of BDNF and
different ovarian cancer treatments combination, cells were exposed to cisplatin, etoposide,
doxorubicin and paclitaxel concomitantly with BDNF for 48 hours. Sequential administration
of BDNF and any of the agents was carried out to evaluate if BDNF has the potential of
enhancing or protecting cells from the effects of treatment depending of each agent is applied
first. There were a reduction in viability of OVCAR-3 cells exposed to cisplatin, doxorubicin
and etoposide when used concomitantly with BDNF in 61.18% (SE 1.12, p=0.002), 38.96%
(SE 1.08, p=0.001) and 49.63% (SE 1.17, p<0.001) respectively. We also found that BDNF
reduced significantly the effect of paclitaxel and doxorubicin when used before
chemotherapy with a reduction of effect of 53.46% (SE+3.48, p=0.001) and 48.25%
(SE£1.25, p=0.018), respectively. Furthermore, BDNF used sequentially to doxorubicin was
able to reverse the chemotoxicity of this agent in 37.77% (SE 1.25, p=0.018). In conclusion,
using the human ovarian carcinoma cell line OVCAR-3, BDNF exhibited a synergistic effect
when administered concomitantly to the cytotoxic agents doxorubicin, etoposide and
cisplatin. We have also observed a protective effect of BDNF when applied 24 hours before
doxorubicin and paclitaxel. Notably, when BDNF was administered after the exposure to the
antineoplastic agents, a reversal of cytotoxicity was observed only for doxorubicin and not
for the other agents.
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Introduction

Ovarian cancer is the most prevalent and lethal of the gynecological malignancies. It is
usually diagnosed at advanced stage (1). Chemotherapy is an essential component of the
systemic treatment of patients with advanced disease, and the combination of a platinum
complex and a taxane is one the regimens of choice (2).

Unfortunately, ovarian cancer becomes invariably resistant to chemotherapy and none of the
available second-line treatments provides significant survival benefit (3). Therefore, a better
understanding of the mechanisms involved in drug resistance and novel treatment strategies

to circumvent these mechanisms are necessary.

There is promising clinical data regarding the use of targeted therapy associated with
chemotherapy in ovarian cancer. One of these examples is the use of the anti-vascular
endothelial growth factor (anti-VEGF) antibody bevacizumab in association with standard
cytotoxic therapy (4). In addition, there are other growth factors signaling pathways involved
in tumor cell proliferation under investigation, such as the fibroblast growth factor (FGF),
platelet-derived growth factor (PDGF), epidermal growth factor (EGF), interleukins and
neurotrophic factor (NTF) signaling pathways (5, 6).

Neurothrophins, and brain-derived neurotrophic factor (BDNF) in particular, are capable of
stimulating the growth of neoplastic cells and increase their metastatic potential, besides
their effect on survival and normal neuronal differentiation (5, 7-15). Furthermore, the
overexpression of BDNF and tyrosine-related kinase B (TrkB), was documented in various
types of human tumors, such as pancreatic and ovarian cancer, being associated with a
worse disease prognosis (16). BDNF stimulation was shown to induce chemoresistance in in
vitro models of neuroblastoma, while an enhanced tumor chemosensitivity was observed
when TrkB is blocked (17, 18).

Based on these provocative results, we decided to study the impact of interventions in the
BDNF/TrkB pathway on the antitumor activity of different classes of antineoplastic agents

routinely applied in the treatment of ovarian cancer.
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Materials and methods

Cell lines and reagents

OVCAR-3 was obtained from the American Type culture collection (RockVille, MD). This
cell line is derived from human ovarian cancer resistant to chemotherapy and were grown in
RPMI 1640 supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), 1% L-
glutamine, 1% penicillin-streptomycin in 75 cm2 polystyrene flasks (Corning Life Sciences,
UK) and maintained at 37°C in a humidified atmosphere with 5% CO2. Exponentially-
growing cells were harvested with 0.25% trypsin and 0.03% EDTA. Adriamicyn, etoposide,
paclitaxel and cisplatin were a gift from SOAD Foudation. The stock solution of the
chemotherapies was prepared in distilled water. BDNF was purchased from Sigma (Sigma,
B3795).

Methods

Cell proliferation was assessed using the MTT assay after 72 h of treatment as previously
described (19, 20). Cells were washed with Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS;
Invitrogen, Sdo Paulo, Brazil) and 90ul of DMEN plus 10ul of MTT 5mg/mL and were
incubated for 4 hours at 37°C. The plates were left at room temperature until completely dry.
Dimethyl sulfoxide was added and the samples were read at a wavelength of 492 nm in a

multiplate reader.

All OVCAR-3 cells were plated in 96-well Corning Tissue Culture dishes at a density of
12.000cells/well and incubated for 24 h with medium only. After this time, we exposed
OVCAR-3 cells to BDNF 10ng/ml for 48 hours to evaluate their effect on cellular
proliferation. To evaluate a possible synergistic effect of BDNF and different ovarian cancer
treatments combination, cells were exposed to cisplatin (100 to 5000 nM), etoposide (100 to
1000 nM), doxorubicin (10 to 1000 nM) and paclitaxel (100 nM) concomitantly with BDNF
for 48 hours. Sequential administration of BDNF and any of the agents was carried out to
evaluate if BDNF has the potential of enhancing or protecting cells from the effects of

treatment depending of each agent is applied first.
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Statistics

All experiments were conducted in triplicate and the results are expressed as the mean
number of cells + standard error, with differences evaluated by one-way analysis of variance
(ANOVA) followed by Tukey post hoc tests. In all comparisons, p<0.05 was necessary to
indicate statistical significance.

Results

Effect of chemotherapy on OVCAR-3

To assess the viability of OVCAR-3 cell line, we exposed the cells to increasing
concentrations of etoposide, doxorubicin, cisplatin and paclitaxel, representing different
mechanisms of action as inhibition of topoisomerase IlI, direct DNA damage and
microtubules inhibition. All drugs decreased cell viability in a dose dependent manner and
we choose suboptimal doses to evaluate the effect of BDNF in association.

Fig. 1 should be inserted here.

Figure 1. Dose effect of chemotherapy on viability of OVCAR-3. A. Paclitaxel was tested
with 0.1 nM and 100 nM demonstrating decreased viability with the greater dose. B.
Doxorubicin was evaluated with different doses and we proceed the tests with 10 nM, 100
nM and 1000 nM. C. Etoposide tests with 100 nM and 1000 nM as the doses used in
subsequent tests. D. Cisplatin dose response curve with 100 nM and 5000 nM elected as the
doses to use in combination with BDNF.

Effect of BDNF on survival of OVCAR-3 cell line

We observed an increase of 10.27% (SE X4.98, p=0.025) on cell proliferation with use of

BDNF in relation with control group as can be seen in figure 2.
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Fig. 2 should be inserted here.
Figure 2. Effect of BDNF on viability of OVCAR-3 cell line. BDNF 10 ng/ml was able to

increase cellular proliferation on MTT assay.

Synergistic effect of BDNF combination treatment

There were a significantly reduction in cell viability of OVCAR-3 cells exposed to cisplatin
5000 nM, doxorubicin 100 nM and etoposide 1000 nM when used concomitantly with BDNF
in comparison with each one of this agents alone (a reduction in viability of 61.18% (SE
1.12, p=0.002), 38.96% (SE 1.08, p=0.001) and 49.63% (SE 1.17, p<0.001) respectively.

Fig. 3 should be inserted here.

Figure 3. BDNF combination treatment with chemotherapy in OVCAR-3 cells. A. Etoposide
concomitantly administered with BDNF or control. B. Cisplatin concomitantly administered
with BDNF or control. C. Paclitaxel concomitantly administered with BDNF or control. D.
Doxorubicin concomitantly administered with BDNF or control. Statistical significance with
control is shown with an asterisk (*) above the graphic. Statistical significance with BDNF

compared to its control is shown with a number sign (#) above the graphic.

Other agents in combination did not showed synergistic effect.

Effects of BDNF prior to treatment

Sequential administration of BDNF and any of the agents was carried out to evaluate if
BDNF has the potential of enhancing or protecting cells from the effects of treatment
depending of each agent is applied first. OVCAR-3 cells were plated in 96-well Corning
Tissue Culture dishes at a density of 12.000cells/well and incubated for 24 h with medium

only.

We exposed OVCAR-3 cell to 24 h of BDNF previous to any of treatment agents. We found
that BDNF reduced significantly the effect of paclitaxel 100 nM but did not revert it to

control levels. We observed a difference from 28,41% (SE+1.18) cell count with paclitaxel to
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43.60% (SEx1.66) to BDNF previous to paclitaxel, a reduction of effect of 53.46%
(SE+3.48, p=0.001).

When BDNF was applied previously to doxorubicin 10 nM we observed a complete return to
normal levels of cell count with a reduction of effect of 48.25% (SE+1.25, p=0.018). Thus,
BDNF was able to fully reverse the effects of doxorubicin when used before cellular

exposure to this drug.

Fig. 4 should be inserted here.

Figure 4. BDNF applied previous to chemotherapy. A. Etoposide effect when administered
after BDNF exposure. B. Doxorubicin effect when administered after BNDF exposure. C.
Paclitaxel effect when administered after BDNF exposure. D. Cisplatin effect when
administered after BDNF exposure. Statistical significance with control is shown with an
asterisk (*) above the graphic. Statistical significance with BDNF compared to its control is

shown with a number sign (#) above the graphic.

This effect was not present when evaluated at higher doses of the tested drugs.

Effects of BDNF succeeding treatment

Ours results demonstrated that BDNF used sequentially to doxorubicin 10 nM was able to
reverse the chemotoxicity of this agent but not from others drugs independently of dose. The
observed reduction of effect of doxorubicin with BDNF was 37.77% (SE 1.25, p=0.018).

Fig. 5 should be inserted here.

Figure 5. Effect of BDNF after chemotherapy. A. Etoposide previous to BDNF
administration. B. BDNF reduced the effect of doxorubicin when administered after
chemotherapy. C. Paclitaxel previous to BDNF administration. D. Cisplatin previous to

BDNF administration. Statistical significance with control is shown with an asterisk (*)
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above the graphic. Statistical significance with BDNF compared to its control is shown with
a number sign (#) above the graphic.

This effect was not present when BDNF testing was associated with other tested drugs.

Discussion

Different classes of cytotoxic drugs are used for the treatment of ovarian cancer and some
of these drugs are already largely used in clinical practice (21). Cisplatin (or carboplatin)
plus paclitaxel is the most commonly used drug combination in ovarian cancer. Cisplatin is
a platinum agent that binds to DNA, causing DNA adducts and apoptosis (22). Paclitaxel
promotes microtubule aggregation, through its stabilization impeding cell division (23, 24).
For second-line therapy, several agents have been used in ovarian cancer, usually in
sequence (25). Doxorubicin is an anthracycline that produce cytotoxic effects, through the
inhibition of topoisomerase Il, free radical formation and direct action on DNA double
helix (26-29). Etoposide is a podophilotoxin derivative that induces apoptosis through

inhibition of topoisomerase 11 (22, 30).

Our results showed a synergistic effect of BDNF when administered concomitantly with
doxorubicin, etoposide and cisplatin. The basis for this synergism is still unclear. One
possible explanation is that the early activation of PI3K and MAPK pathway through TrkB
activation may turn cells more susceptible to damage mediated by topoisomerase |l
inhibition, as well as to direct platinum damage. The intracellular pathways that mediate the
interaction between the cytotoxic effects of these agents and BDNF stimulation deserve
further tests. The above results are of special interest, considering that the OVCAR-3 cell

line is resistant to doxorubicin and cisplatin (31).

We have also observed a protective effect of BDNF when applied 24 hours before
doxorubicin and paclitaxel. One possible explanation could be that the early activation of the
TrkB pathway could promote survival mechanisms responsible for resistance to the
intracellular effects of microtubule stabilization and inhibition of topoisomerase |I.
However, this effect was observed only with doxorubicin and not with etoposide, which

might suggest that this effect was not related to topoisomerase Il inhibition, as doxorubicin
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exerts its cytotoxicity also through other mechanisms (26-29). Notably, when BDNF was
administered after the exposure to the antineoplastic agents, a reversal of cytotoxicity was
observed only for doxorubicin and not for the other agents. If the compensating mechanisms
activated after cytotoxicity are enhanced with BDNF administration or if BDNF activates

alternative pathways promoting protective and/or reparative effects are yet to be studied.

In conclusion, using the human ovarian carcinoma cell line OVCAR-3, BDNF exhibited a
synergistic effect when administered concomitantly to the cytotoxic agents doxorubicin,
etoposide and cisplatin. The basis for this synergism is, however, still unclear. As these
cytotoxic agents are commonly used in patients with ovarian cancer, as well as in other
types of malignancies, the confirmation of these findings in other tumor models and the
elucidation of the potential molecular mechanisms involved in this phenomenon are

warranted.
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Figure 2.
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Figure 3.
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Figure 4.
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Figure 5.
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7. Consideracdes finais

Diferentes classes de drogas citotoxicas sdo usadas para o tratamento de cancer de
ovario e algumas dessas drogas ja sdo amplamente usadas na pratica clinica. [6] Cisplatina
(ou carboplatina) com paclitaxel ¢ a combinacdo de drogas mais comumente usado em
cancer de ovario. A cisplatina é um agente platinado que se liga ao DNA, causando lesbes
no DNA e apoptose. [79] O paclitaxel promove agregacdo de microtdbulos, impedindo a
divisdo celular. [84, 85] Para terapia de segunda linha, varios agentes tém sido utilizados no
cancer de ovario, geralmente em sequéncia. [91] A doxorrubicina é uma antraciclina, que
produz efeitos citotoxicos através da inibicdo da topoisomerase Il, formacdo de radicais
livres e acdo direta sobre DNA. [80-83] Etoposideo é uma podofilotoxina que induz a

apoptose através da inibicdo da topoisomerase Il. [78, 79]

Os nossos resultados mostraram um efeito sinérgico de BDNF quando administrado
concomitantemente com etoposideo, doxorubicina e cisplatina. A base para esse sinergismo
ainda € incerta. Uma explicacdo possivel é que a ativacdo precoce da via PI3K e MAPK,
atraveés da activacdo TrkB, pode tornar as células mais susceptiveis a danos mediados por
inibicdo da topoisomerase Il, bem como aos danos da platina. As vias intracelulares que
regulam a interacdo entre os efeitos citotoxicos destes agentes de estimulacdo e o0 BDNF
merecem mais testes. Os resultados acima sdo de especial interesse, considerando que a

linha de células OVCAR-3 é resistente a doxorubicina e cisplatina. [86]

Observamos também um efeito protetor de BDNF quando aplicado 24 horas antes da
doxorrubicina e paclitaxel. Uma possivel explicacdo pode ser que a ativacdo precoce da via
do TrkB poderia promover mecanismos de sobrevivéncia responsaveis pela resisténcia aos
efeitos intracelulares de estabilizacdo de microtubulos e de inibicdo da topoisomerase 11. No
entanto, este efeito foi observado apenas com a doxorrubicina, e ndo com etoposideo, 0 que
pode sugerir que este efeito ndo foi relacionado com a inibigdo da topoisomerase |1, ja que a
doxorrubicina exerce a sua citotoxicidade também através de outros mecanismos. [80-83]
Notavelmente, quando BDNF foi administrado apds a exposicao a agentes antineoplasicos,
uma reversao de citotoxicidade foi observada apenas para a doxorrubicina e ndo para 0s

outros agentes. Se 0s mecanismos de compensacao ativados apés a toxicidade pelos agentes
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quimioterapicos sdo reforcados com BDNF ou se a ativagdo de vias alternativas promove
protecdo e/ou efeitos reparadores ainda é um efeito a ser melhor estudado.

Concluindo, utilizando a linhagem humana de células de cancer de ovario OVCAR-3,
0 BDNF exibiu um efeito sinérgico quando administrado concomitantemente com os agentes
citotoxicos doxorrubicina, etoposideo e cisplatina. A base para este sinergismo, no entanto,
ainda ndo é clara. Como estes agentes citotoxicos sdo comumente utilizados em pacientes
com cancer de ovario, bem como em outros tipos de neoplasias, a confirmacdo destas
descobertas em outros modelos de tumor e a elucidacdo dos mecanismos moleculares

envolvidos neste efeito € importante.

Com a melhor compreensdo de como BDNF/TrkB via interage com diferentes
mecanismos de danos causadas por diferentes agentes utilizados na pratica clinica, esperamos
focar os estudos pre-clinicos e clinicos, ndo s6 para compreender 0s mecanismos moleculares
envolvidos na resisténcia celular a quimioterapia, mas também identificar combinagdo de
drogas que potencializar o efeito desejado de suscetibilidade celular aumentada ao nosso

arsenal terapéutico.
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8. Anexo

Protocolo para avaliacéo de viabilidade celular pelo método MTT

1. Introducéo

Consiste na avaliagdo de dado através do estudo do metabolismo celular de glicideos atraves
da avaliacdo a viabilidade mitocondrial. Na mitocondria, MTT é reduzido a formazan que

sera proporcional a atividade mitocondrial e consequentemente a viabilidade celular.

2. Procedimentos
1- Preparar uma suspensdo celular na concentracdo de 12.000 ceélulas/pogo,

adicionando 200pl por poco em placas de 96 pogos.
3-Incubar a placa na estufa de CO2 a 37°C por 24 horas.
4-Retirar 0 meio de cultura.

5-Tratar as células com 100 pl conforme o tratamento desejado.
6-Manter a placa na estufa de CO2 por 72 horas, retirando apenas para colocacdo de

tratamento sequencial, quando necessario.

7-Retirar o meio de cultura.
8-Lavar os pocos com 100 pl de solucdo salina balanceada de Hank (HBSS) e 90ul
de DMEN.

9- Adicionar a todos os pogos 100 pl da solucdo de MTT (0,5mg/mL).

10- Incubar a placa na estufa de CO2 pelo periodo de 4 horas.
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11- Retirar a solucdo de MTT da placa.
12- Adicionar a todos os pogos 100ul de DMSO puro. 15-

Fazer a leitura a 492 nm.

3. Célculos
Calcular a média de absorbancia de todos os testes. O valor médio do grupo controle
deve ser considerado como 100%. Para os demais testes, deve-se fazer uma regra de trés para

avaliacdo de células viaveis em relacdo ao controle.

56



