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RESUMO

O reposicionamento de medicamentos como alternativa terapêutica para o

câncer tem tido destaque pela utilização de drogas com aprovação em ensaios

pré-clínicos e clínicos, atenuando os gastos e o tempo de desenvolvimento de

novos fármacos. Nesse contexto, a Moxidectina (MOX) é um anti-helmíntico de

amplo espectro pertencente à família das lactonas macrocíclicas que, diferente de

outros fármacos da mesma família, carece de estudos que explorem seu potencial

terapêutico. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar o potencial antitumoral

da MOX sobre linhagens de câncer de colo uterino (HeLa e SiHa) e de mama

(MCF-7 e MDA-MB-231). A viabilidade celular foi avaliada após 24 e 48 horas de

tratamento com a MOX (0,48 a 62 µM) através do ensaio de redução do MTT, para

determinação da IC50 e do índice de seletividade. A capacidade proliferativa foi

avaliada no ensaio de formação de colônias, bem como a morfologia das células

tratadas. Para a avaliação do possível mecanismo de ação foram avaliados os

processos de morte (apoptose e necrose) e ciclo celular, onde também foi verificado

o efeito da MOX associada à cisplatina. Os resultados demonstram que a MOX

reduziu a viabilidade celular seletivamente em todas as linhagens avaliadas, exceto

na HeLa. As linhagens celulares MDA-MB-231 e SiHa foram mais sensíveis ao

tratamento. Os valores de IC50 variaram entre 1,055 e 4,030 µM, sugerindo

toxicidade tempo-dependente. Além disso, a MOX reduziu significativamente a

habilidade de formação de novas colônias em todas as células tratadas. Os dados

mostraram que a MOX induziu apoptose nas células tumorais com efeito sinérgico a

cisplatina, aumentando em mais de 80% a morte celular. O tratamento combinado

na linhagem MCF-7 resultou em efeito aditivo na indução da apoptose e no

aprisionamento na fase S do ciclo celular (49,2% das células), sugerindo o

mecanismo de parada do ciclo celular como a via pró-apoptótica. Esses resultados

foram corroborados pelas mudanças morfológicas observadas nas células tratadas,

incluindo núcleos condensados, perda de volume citoplasmático e perda de adesão

celular. Por outro lado, nas demais linhagens celulares, a MOX não provocou

alterações significativas no ciclo celular. Em conjunto, os dados ressaltam a

atividade antitumoral da MOX, contribuindo para seu reposicionamento em



esquemas terapêuticos como coadjuvante farmacológico na quimioterapia

antitumoral.

Palavras-chave: Lactona macrocíclica, reposicionamento de drogas,

potencial antineoplásico, efeito antiproliferativo, tratamento combinado.



ABSTRACT

The repositioning of drugs as a therapeutic alternative for cancer has gained

prominence through the use of medicines approved in preclinical and clinical trials,

reducing expenses and the development time of new pharmaceuticals. In this

context, Moxidectin (MOX) is a broad-spectrum anthelmintic belonging to the

macrocyclic lactone family. Unlike other drugs in the same family, there is a lack of

studies exploring its therapeutic potential. Therefore, the aim of this study was to

evaluate the antitumor potential of MOX on cervical cancer cell lines (HeLa and

SiHa) and breast cancer cell lines (MCF-7 and MDA-MB-231). Cell viability was

assessed after 24 and 48 hours of MOX treatment (0.48 to 62 µM) using the MTT

reduction assay to determine the IC50 and selectivity index. Proliferative capacity was

evaluated in the colony formation assay, as well as the morphology of treated cells.

To assess the possible mechanism of action, cell death processes (apoptosis and

necrosis) and cell cycle were examined, including the effect of MOX in combination

with cisplatin. Results demonstrate that MOX selectively reduced cell viability in all

evaluated cell lines, except for HeLa. MDA-MB-231 and SiHa cell lines were more

sensitive to treatment, with IC50 values ranging from 1.055 to 4.030 µM, suggesting

time-dependent toxicity. Additionally, MOX significantly reduced the ability to form

new colonies in all treated cells. Data showed that MOX induced apoptosis in tumor

cells with a synergistic effect with cisplatin, increasing cell death by over 80%.

Combined treatment in the MCF-7 cell line resulted in an additive effect on apoptosis

induction and cell cycle arrest in the S phase (49.2% of cells), suggesting cell cycle

arrest as the pro-apoptotic pathway. These findings were supported by

morphological changes observed in treated cells, including condensed nuclei, loss of

cytoplasmic volume, and loss of cell adhesion. Conversely, in other cell lines, MOX

did not induce significant changes in the cell cycle. Overall, the data highlight the

antitumor activity of MOX, contributing to its repositioning in therapeutic regimens as

a pharmacological adjuvant in antitumor chemotherapy.

Keywords: Macrocyclic lactone, drug repositioning, antineoplastic potential,

antiproliferative effect, combined treatment.
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1. INTRODUÇÃO

O câncer é um conjunto de mais de 100 doenças que possuem em comum

o crescimento rápido e invasivo de células mutadas. Essas alterações na expressão

ou função de genes essenciais para a manutenção da homeostasia celular

provocam a aquisição de características malignas. Entre elas, podemos citar a

perda de controle nos mecanismos de proliferação, diferenciação e morte. Essas

aquisições levam a autonomia do crescimento e proliferação celular, tornando esses

eventos independentes de controles externos e internos (Freitas et al., 2010; Groelly

et al., 2022). O tratamento das neoplasias é realizado, de forma mais frequente, a

partir de cirurgia, radioterapia e/ou quimioterapia. Entretanto, as alternativas

farmacológicas usuais não apresentam grande seletividade, podem possuir baixa

solubilidade, estabilidade limitada, baixa biodisponibilidade e efeitos secundários

graves, o que afeta de forma significativa o bem-estar dos pacientes (De Oliveira et

al., 2012; Yan et al., 2023).

Além da considerável inespecificidade de alguns medicamentos

antitumorais, outro obstáculo clínico enfrentado no tratamento dos cânceres é a

responsividade parcial ou inexistente das células tumorais a drogas quimioterápicas.

Esse fenômeno de resistência explica parte da variação da eficácia dos tratamentos

nos pacientes (Lage et al., 2008; Chu; Sartorelli, 2018; Yan et al., 2023).

Somadas a esse quadro de falha terapêutica, as estatísticas globais

apontam que em 2030 mais de 25 milhões de pessoas serão diagnosticadas com

câncer em todo o mundo (Santos et al., 2023). Dentre os tumores que mais afetam

a população feminina global estão o câncer de mama e o câncer de colo uterino.

Eles são responsáveis por altas taxas de incidência e mortalidade em países

desenvolvidos e em desenvolvimento (Arbyn et al., 2020; Britt et al., 2020; Hull et

al., 2020; Bouvard et al., 2021; IARC, 2023; Viveros-Carreño et al., 2022). O

tratamento quimioterápico utilizado em ambos os casos carece de especificidade e

podem prejudicar as células saudáveis das pacientes, resultando em efeitos

colaterais graves.

Desta forma, a busca por novos agentes terapêuticos capazes de tratar as

neoplasias com especificidade, segurança e baixo custo têm sido um dos grandes

objetivos dos pesquisadores da área da oncologia. Entretanto, o processo de

criação e testagem de uma nova droga demanda tempo e investimento, o que é
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convertido em altos preços, tornando muitas das novas drogas inacessíveis (Sleire

et al., 2017).

Além dos desafios financeiros, os diagnósticos de câncer ocorrem em sua

maioria em estágios mais avançados devido à falta de sintomas específicos em

estadiamentos iniciais. O desenvolvimento de resistência adquirida aos

medicamentos também reduz o número de terapias acessíveis e eficazes. Estes

problemas relacionados ao tratamento clínico do câncer potencializam a

necessidade de desenvolver estratégias alternativas (Qin et al., 2020; Weng et al.,

2023).

Com o intuito de promover soluções mais acessíveis, o reposicionamento de

fármacos começou a ser estudado. Esse conceito visa aplicar um fármaco em um

tratamento diferente daquele para o qual foi originalmente aprovado. A realocação

de drogas tem levantado interesse como alternativa para a síntese de novas drogas

(Pantziarka et al., 2018; Weng et al., 2023). Dessa forma, há a vantagem de contar

com uma ampla gama de dados disponíveis na literatura, minimizando a

necessidade de estudos adicionais sobre farmacocinética e toxicidade (Sleire et al.,

2017).

Nessa conjuntura, o reposicionamento de fármacos pode representar uma

nova possibilidade para pacientes com cânceres não responsivos aos tratamentos

convencionais, podendo também aumentar a eficácia da terapia através da

combinação de medicamentos (Weng et al., 2023). Um exemplo notável de sucesso

no reposicionamento de medicamentos é o trióxido de arsênio, que, inicialmente

reconhecido por sua toxicidade, hoje é aprovado pelo FDA para o tratamento da

leucemia promielocítica aguda (Abaza et al., 2017; Sanz et al., 2019).

Nesse contexto, destaca-se a Moxidectina (MOX), um endectocida de amplo

espectro com atividade contra nematóides e artrópodes, pertencente à subfamília

das milbemicinas (Cobb; Boeckh, 2009; Prichard et al., 2012; Kura et al., 2023).

Devido às semelhanças farmacológicas e estruturais com outras drogas de seu

grupo, como a Ivermectina (IVM), que demonstraram atividade antitumoral

(Draganovet et al., 2015; Juarez et al., 2018; Zhang et al., 2018; Markowska et al.,

2019; Güler; Akildiz, 2023), a MOX emerge como uma possível candidata ao

reposicionamento no tratamento oncológico. Entretanto, são escassos os trabalhos

que avaliam seu potencial antineoplásico e adjuvante (Song et al., 2018; Liu et al.,

2020; Mao et al., 2022).
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Desta forma, nossa hipótese é que a MOX apresenta propriedades

antitumorais seletivas e coadjuvantes ao tratamento quimioterápico. Sendo o foco

da pesquisa em linhagens de tumores não estudados previamente pela literatura,

como câncer de mama, a partir da utilização das linhagens celulares MDA-MB-231 e

MCF-7, e de colo uterino, a partir da utilização das linhagens celulares SiHa e HeLa.
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2. REFERENCIAL TEÓRICO

2.1 Reposicionamento de fármacos

Ao longo dos anos o conhecimento acerca das doenças humanas têm

avançado de maneira exponencial, entretanto, a devolutiva terapêutica tem sido

mais lenta do que o esperado (Pushpakom et al., 2018). Para tal efeito é possível

atribuir diversas causas como o maior tempo para disponibilizar novos

medicamentos no mercado em algumas áreas terapêuticas, alterações nos

requisitos regulamentares, que podem contribuir para custos mais elevados e os

riscos financeiros que o desenvolvimento de um novo medicamento podem

representar para os investidores da indústria farmacêutica (Ashburn; Thor, 2004;

Pushpakom et al., 2018).

Como alternativa para driblar os obstáculos existentes, o reposicionamento

de fármacos é uma estratégia que tem como objetivo identificar novos usos para

medicamentos aprovados ou em investigação que estão fora do escopo da

indicação médica original (Ashburn; Thor, 2004; Pushpakom et al., 2018; Park,

2019). Desta forma, os dados sobre a segurança, biodisponibilidade, propriedades

farmacocinéticas e formulação da droga já são conhecidos, o que pode reduzir

custos e tempo de pesquisa (Sleire et al., 2017; Tan et al., 2023).

A estratégia comumente utilizada para investigar o potencial

reaproveitamento de um medicamento envolve três etapas: identificação de uma

molécula candidata para uma aplicação específica, análise do mecanismo de ação

da droga em modelos pré-clínicos e avaliação da eficácia em ensaios clínicos de

fase II. Essa abordagem pressupõe a disponibilidade de dados de segurança

suficientes provenientes de estudos de fase I conduzidos como parte da indicação

original (Pushpakom et al., 2018).

Para a realização das etapas mencionadas anteriormente podem ser

adotadas diversas metodologias e abordagens, sendo elas abordagens

experimentais ou computacionais. As abordagens experimentais envolvem triagem

in vitro de alto rendimento ou modelos in vivo para triagem fenotípica, enquanto as

abordagens computacionais envolvem a análise de fontes de dados existentes,

incluindo estruturas químicas, dados de expressão gênica, dados proteômicos e
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registros eletrônicos de saúde (Pushpakom et al., 2018; Park, 2019; Ahmed et al.,

2023).

Atualmente existem diversos exemplos bem sucedidos de reposicionamento

numa série de áreas terapêuticas como o citrato de sildenafil, inicialmente utilizado

para o tratamento de hipertensão que foi posteriormente reposicionado para o

tratamento da disfunção eréctil (Breckenridge; Jacob, 2018; Ahmed et al., 2023). A

talidomida, é outro exemplo exitoso, sendo anteriormente utilizada como sedativo e

antiemético, e atualmente receitada para o tratamento do mieloma múltiplo, um tipo

de câncer (Sleire et al., 2017; Amare et al., 2023; Eatmann et al., 2023).

Apesar de ser um doença altamente incidente, o câncer é um conjunto de

doenças que enfrenta diversos desafios na sua terapêutica e que carece de

tratamentos eficazes e de baixo custo. Sendo assim, o reposicionamento de

fármacos pode ser uma estratégia interessante para a descoberta de novos

medicamentos antitumorais.

2.2 Câncer

Segundo a Organização Mundial da Saúde (2020), o câncer está entre as

principais causas de mortalidade no mundo, com aproximadamente 20 milhões de

novos casos e 9,9 milhões de mortes somente no ano de 2020. No Brasil, mais de

590 mil casos de câncer foram registrados somente no ano de 2020 (IARC, 2020;

INCA, 2020). Devido a sua epidemiologia, as pesquisas sobre o câncer têm sido um

dos principais focos da ciência nos últimos anos, investigando, além de tratamentos

e meios de prevenção, os complexos mecanismos que envolvem a formação,

desenvolvimento e estabelecimento de tumores (Duarte, 2010).

O câncer é um fenômeno que tem origem a partir de mutações na

sequência de nucleotídeos no DNA que alteram vias cruciais responsáveis por

regular a homeostase celular e tecidual (Visser et al., 2006; Singh et al., 2019). As

alterações genéticas podem surgir de fatores intrínsecos, como mutações

hereditárias e erros aleatórios na replicação do DNA. Também podem ser causadas

por fatores extrínsecos, incluindo danos provocados por radiação, produtos

químicos e infecções por patógenos com potencial oncogênico (Tannock, 2005;

Singh et al., 2019). Dessa forma, apenas 5 a 10 % de todos os cânceres são

resultantes de defeitos genéticos hereditários. Sendo os fatores ambientais os
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principais promotores e iniciadores do processo neoplásico. Entre eles podemos

destacar o tabagismo, alcoolismo, raios ultravioleta, infecções oncogênicas e dieta

não saudável (Anand et al., 2008; Samadder et al., 2019; Barańska et al., 2023).

Apesar de existirem diversos fatores e diversos fenômenos moleculares

e/ou ambientais que levam uma célula normal a se transformar em uma célula

neoplásica, estes processos são englobados e denominados oncogênese ou

carcinogênese (Hanahan; Weinberg, 2000). O padrão observado é quase sempre o

mesmo: células com capacidade de multiplicação ilimitada, evasão de sinais

supressores de crescimento, invasão de tecidos (metástase), resistência à morte

celular programada (apoptose), estimulação da formação de novos vasos

sanguíneos (angiogênese), manutenção da sinalização proliferativa, reprogramação

do metabolismo energético, evasão da vigilância e destruição imunológica,

instabilidade genômica, processo inflamatório não resolutivo, plasticidade fenotípica,

reprogramação não mutacional epigenética e microbioma associado polimórfico

(Hanahan; Weinberg, 2011; Hanahan, 2022). Embora se tenha conhecimento de um

vasto número de tipos e subtipos de cânceres, as características supracitadas são

expressas de forma particular pela maioria dos tumores (Hanahan; Weinberg, 2011;

Fouad; Aanei, 2017; Hanahan, 2022). 

Dentre esses diversos tipos de tumores, os mais incidentes em todo o

mundo são o câncer de mama, próstata, pulmão, colorretal, cérvix uterino,

estômago, fígado, corpo uterino, ovário e tireóide, excluindo câncer de pele não

melanoma (IARC, 2023). Na população feminina em especial, os números mostram

alta prevalência e incidência dos cânceres de mama e de colo uterino, ocupando a

primeira e a quarta posição do ranking, respectivamente (IARC, 2023) (Figura 1).
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Figura 1- Estimativa global de casos incidentes de câncer no mundo, com foco na
população feminina de todas as idades (excluindo câncer de pele não melanoma). Fonte:
International Agency for Research on Cancer (IARC), 2023.

De acordo com a Global Burden Of Disease Cancer Collaboration (2018)

uma a cada oito mulheres será afetada pelo câncer de mama em países de alta

renda. No ano de 2020 as neoplasias mamárias se tornaram o tipo de câncer mais

diagnosticado do mundo e são consideradas a maior causa de morte na população

feminina (Britt et al., 2020; IARC, 2023). O câncer de colo uterino, por sua vez, é o

segundo mais comum e a segunda causa mais frequente de morte por neoplasias

em mulheres em idade reprodutiva em todo o globo (Arbyn et al., 2020). As maiores

taxas de incidência e mortalidade são observadas em países com os menores

Índices de Desenvolvimento Humano (IDH) e se relacionam com a alta prevalência

de infecção pelo vírus do HPV (Papiloma Vírus Humano) (Hull et al., 2020; Bouvard

et al., 2021).

A redução da mortalidade por esses dois tipos de tumores pode ser feita

através da não exposição aos fatores de risco (como o HPV para o câncer de colo

uterino), cultivo de hábitos saudáveis e o tratamento efetivo da doença, que pode

abranger diversas abordagens terapêuticas (Britt et al., 2020; Viveros-Carreño et al.,

2022).
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2.2.1 Tratamento de neoplasias

Existem três tipos principais de tratamento para o câncer: ressecção

cirúrgica, radioterapia e terapia medicamentosa. A terapia medicamentosa é ainda

classificada em quimioterapia, terapia molecular direcionada e imunoterapia. A

quimioterapia é usada isoladamente ou em combinação com ressecção cirúrgica,

radioterapia ou outras terapias medicamentosas (Amaya et al., 2023). A escolha da

terapia é feita de acordo com as condições físicas do paciente, localização, status e

estágio do tumor (Rani et al., 2023).

Os agentes quimioterápicos podem ser utilizados no tratamento primário, na

terapia adjuvante e na paliação. A toxicidade dos fármacos quimioterápicos, em

algumas circunstâncias, cria obstáculos no tratamento do câncer com base na

oncologia atual (Mellor et al., 2008; Yan et al., 2023).

As drogas utilizadas no tratamento quimioterápico têm como alvo principal

as células em proliferação constante e/ou rápida, características da maioria das

células tumorais e de algumas populações de células normais. Os mecanismos de

ação das drogas acabam por interferir nos programas bioquímicos responsáveis

pela replicação e sobrevivência, levando à morte celular (Mellor et al., 2008; Yan et

al., 2023). Muitos desses mecanismos de ação estão relacionados a processos

redox, como a produção de espécies reativas de oxigênio, e a ligação do fármaco

ao material genético. Esses eventos podem levar a apoptose e necrose celular

(Baxter-Holland et al., 2018). Outro mecanismo importante se dá sobre

componentes do metabolismo, influenciando as atividades de diferentes enzimas

necessárias ao processo de divisão (Vargas; Apetoh, 2017).

No entanto, apesar de eficazes contra células neoplásicas, a maioria dos

quimioterápicos induz efeitos colaterais ao causar a morte de células saudáveis,

ativando o processo apoptótico e podendo causar uma série de efeitos colaterais

graves (Sak, 2012; Vargas; Apetoh, 2017; Yan et al., 2023). Além da toxicidade, o

tratamento antitumoral enfrenta outro desafio: a resistência a quimioterápicos

presentes em alguns tumores (Romani, 2022). Um dos medicamentos que se

enquadra nesses obstáculos é a Cisplatina, uma droga extensamente utilizada na

terapia do câncer (Ranasinghe; Mathai; Zulli, 2022).
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2.2.1.1 Cisplatina: mecanismo de ação e resistência

A cisplatina (CPT) é um derivado da platina amplamente utilizada para o

tratamento quimioterápico de diversas neoplasias sólidas. Foi inicialmente

caracterizada como um agente antibacteriano antes de ser reconhecida como um

medicamento anticâncer (Bhattacharjee et al., 2022). A absorção predominante

desta substância ocorre por difusão passiva através da membrana celular. No

entanto, especula-se que transportadores de cobre também possam desempenhar

um papel relevante no seu transporte intracelular (Romani, 2022).

O mecanismo de ação da CPT se baseia em sua interação com o DNA para

formar ligações cruzadas intra e intercadeia, impedindo a replicação das fitas,

parando o ciclo celular e induzindo a apoptose pela via mitocondrial (Dasari;

Tchounwou, 2014; Suberu et al., 2014; Carneiro; El-Deiry, 2020, Tang et al., 2022).

O processo apoptótico é uma forma altamente regulada de morte celular

programada, desempenhando um papel crucial na homeostase de vários tecidos em

resposta a diversos estímulos em organismos multicelulares (Bergantini et al., 2005;

Bras et al., 2005; Carneiro; El-Deiry, 2020; Singh; Lim, 2022). É caracterizada por

alterações no citoesqueleto que induzem contração celular, fragmentação do DNA,

condensação da cromatina levando ao aparecimento de núcleos picnóticos,

formação de vesículas sem perda de integridade da membrana e sem resposta

inflamatória intensa (Duarte, 2010; Obeng, 2021).

Dentre as alterações morfológicas provocadas pela apoptose, destacam-se,

na fase inicial, o encolhimento celular, que torna o citoplasma mais denso, e a

formação de núcleos picnóticos. Esses eventos são resultado da condensação da

cromatina, sendo esta a característica mais marcante do processo apoptótico. Na

fase tardia, a formação de bolhas ou ‘blebs’ na membrana plasmática, decorrente da

perda da estabilidade do citoesqueleto, ocorre seguida da cariorrexe e separação de

fragmentos celulares em corpos apoptóticos durante um processo denominado

"brotamento". Os corpos apoptóticos consistem em materiais citoplasmáticos com

organelas compactadas e que podem conter ou não um fragmento nuclear (Elmore

et al., 2007; Obeng, 2021).

No processo de morte celular programada existem duas vias principais: a

via extrínseca ou do receptor de morte e a via intrínseca ou mitocondrial. A ativação

da via intrínseca mediada pela mitocôndria é dirigida pelas proteínas da família
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Bcl-2 e é um dos principais mecanismos envolvidos na ação de drogas antitumorais.

Bcl-2 é uma molécula efetora e uma potente supressora da apoptose. Bax/Bcl-2

regula a liberação do Citocromo C da mitocôndria para o citoplasma da célula, e o

citocromo c, quando no citosol, inicia a ativação em cascata das caspases (como a

caspase-3/9), o que leva à apoptose celular (Elmore et al., 2007; Poon et al., 2014;

D’arcy et al., 2019). A CPT, como já descrito anteriormente, é capaz de induzir a

ativação da apoptose a partir da via mitocondrial.

Porém, apesar de demonstrar eficácia no tratamento de células neoplásicas,

a terapia com a CPT pode enfrentar desafios relacionados à resistência

medicamentosa e aos efeitos colaterais. A resistência à CPT pode se dar por

diversos fatores como a diminuição da concentração intracelular do medicamento,

aumento da reparação de danos no DNA, inativação da apoptose, ativação da

transição epitelial-mesenquimal e alterações epigenéticas (Zhu et al., 2016;

Bhattacharjee et al., 2022; Li et al., 2023).

Um dos mecanismos mais bem elucidados e estudados de resistência à

CPT é a superexpressão de proteínas do tipo transportadores ABC (ATP-binding

cassette). Essas proteínas transmembrana são capazes de realizar o efluxo de

diversas moléculas para o meio extracelular, em consequência, diminuem a

concentração do quimioterápico dentro da célula, o que permite que os

mecanismos de reparo restaurem a integridade do DNA (Bhattacharjee et al., 2022;

Romani, 2022). Alguns exemplos de proteínas dessa família são MRP1, MRP2,

MRP3, MRP5 e a Glicoproteína-P (P-gp) (Zhu et al., 2016; Bhattacharjee et al.,

2022).

Além de desenvolver resistência ao tratamento, o uso da CPT pode

ocasionar efeitos adversos significativos nas células saudáveis do organismo.

Devido à sua eliminação ser predominantemente pelos rins, por meio de filtração

glomerular e excreção tubular, a concentração desta droga no rim é mais elevada

em comparação a outros órgãos. Esse acúmulo renal pode resultar em uma

incidência significativa de nefrotoxicidade, tanto aguda quanto crônica (Tang et al.,

2023). Além de possuir toxicidade para o sistema renal, a CPT pode comprometer a

saúde do trato gastrointestinal e cardiovascular, bem como diminuir a capacidade do

sistema de defesa antioxidante (Dasari; Tchounwou, 2014; Romani, 2022).
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Devido aos efeitos tóxicos da CPT, sua eficácia terapêutica se restringe a

uma faixa de concentração bastante estreita, o que dificulta o tratamento em casos

de resistência, já que não é possível aumentar a dose (Romani, 2022).

Diante desse cenário utilizam-se diversas metodologias de rastreio de novos

medicamentos com maior eficácia, maior seletividade e menor toxicidade no

tratamento oncológico, possibilitando a posterior utilização clínica. Alguns desses

métodos de estudo são possíveis a partir de modelos in vitro, que permitem a

triagem de novas drogas antes da aplicação de modelos in vivo, além de

apresentarem boa reprodutibilidade e baixo custo (Kapałczyńska et al., 2016).

2.3 Modelo in vitro

O modelo in vitro de cultura celular é uma técnica ampla que permite

compreender vários processos biológicos. Entre eles a fisiologia, morfologia,

processos patológicos, mecanismos farmacológicos e até mesmo a engenharia de

tecidos (Sanyal, 2014). Tal ferramenta é constantemente utilizada nas pesquisas

pré-clínicas de diversos medicamentos, entre eles os antitumorais, com o intuito de

elucidar os processos celulares, moleculares e genéticos a eles envolvidos

(Kapałczyńska et al., 2016).

As primeiras culturas celulares datam do início do século XX, com o primeiro

relato de cultura de tecidos vivos, realizado por Harrison, no Departamento de

Anatomia da Universidade Johns Hopkins (Harrison, 1908). Posteriormente, em

1911, Montrose T. Burrows e Alexis Carrel conseguiram cultivar células de embriões

de galinha em cultura de tecidos, no Rockefeller Institute for Medical Research em

Nova York (Carrel; Burrows, 1911). Este último experimento serviu como base para

os primeiros protocolos de estabelecimento de culturas (Mirabelli et al., 2019).

Anos depois, em 1951, foi estabelecida a primeira linhagem celular humana

com uma amostra derivada de um adenocarcinoma cervical pertencente à Henrietta

Lacks, uma mulher negra de 30 anos (Masters, 2002; Lucey et al., 2009). George

Gey foi o responsável por manter a amostra em laboratório e conseguir, com êxito,

manter a linhagem in vitro. Após a distribuição em massa das células para diversos

laboratórios e grupos de pesquisa do mundo, iniciou-se uma revolução no

entendimento de processos celulares vitais, vias bioquímicas e o funcionamento de
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células neoplásicas (Masters, 2002). A partir do estabelecimento da primeira

linhagem celular humana diversas outras surgiram, especialmente entre os anos de

1970 e 1980 o que possibilitou diversos estudos biológicos relacionados aos

cânceres (Lucey et al., 2009).

A grande vantagem das culturas de células está ligada à sua capacidade de

fornecer uma fonte indefinida de material biológico para fins experimentais. Sob as

condições e controles apropriados, as linhagens de células tumorais retêm a maioria

das propriedades genéticas do câncer de origem, permitindo que diversos estudos

sejam realizados em uma mesma amostra (Mirabelli et al., 2019).

Os ensaios in vitro vêm ao longo de vários anos produzindo dados

importantes para a triagem de possíveis fármacos de uso clínico, sendo capazes de

prever com eficiência a sensibilidade dos tumores a potenciais novos tratamentos

(Hoffmanet al., 1991). Os modelos in vitro simulam as condições in vivo, em vários

graus, e podem fornecer uma alternativa aos modelos animais, sendo possível

realizar diversos testes funcionais com alta reprodutibilidade (Kapałczyńska et al.,

2016).

Com a preservação das características de diversos tipos tumorais de

relevância epidemiológica, torna-se possível o estudo da biologia do câncer e de

novos agentes terapêuticos. No presente trabalho foram utilizadas quatro linhagens

tumorais que representam dois dos tipos de câncer mais recorrentes na população

feminina mundial (câncer de mama e câncer de colo uterino). Com o intuito de

observar se o efeito antitumoral do composto a ser utilizado é de amplo espectro ou

dependente de determinada característica tumoral, foram cultivadas linhagens com

diferentes origens e características biológicas (Quadro 1).

As linhagens utilizadas são representativas de dois dos principais tipos de

tumores com alta incidência na população feminina mundial: câncer de colo uterino

e câncer de mama. Para melhor observar os efeitos da MOX em subtipos de

diferentes perfis utilizamos linhagens de características mais agressivas de câncer

de mama e de colo uterino, MDA-MB-231 e HeLa respectivamente, e linhagens que

representam subtipos menos resistentes e de melhor prognóstico, MCF-7 e SiHa.
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A linhagem HeLa, em especial, é um adenocarcinoma cervical,

caracterizado por sua invasividade e alto potencial metastático (Williams et al.,

2015; Stolnicu et al., 2019). A presença do HPV-18 amplifica a sua capacidade

replicativa e suprime genes supressores de tumor (Villa; Schlegel, 1991; Noroozi et

al., 2022). Diferente da HeLa, a SiHa possui infecção do HPV do tipo 16. É uma

linhagem de carcinoma de colo uterino isolada inicialmente por Friedl et al. (1970) e

é descrita como um carcinoma espinocelular grau II (Meissner, 1999, Rani et al.,

2023).

Entre as células de câncer de mama utilizadas neste trabalho, a

MDA-MB-231 é a mais agressiva, proliferativa, invasiva e menos diferenciada. Não

possui expressão de receptor de estrogênio (ER) e receptor de progesterona (PR),

bem como HER2 (receptor de fator de crescimento epidérmico humano 2), o que a

caracteriza como um tumor triplo negativo (Gol; Kheirouri, 2021; European

Collection of Authenticated Cell Cultures, 2023). Esse tipo de neoplasia é

frequentemente associada a piores prognósticos, baixas taxas de sobrevida e

irresponsividade à terapia hormonal (Scott et al., 2019, Huang et al., 2020).

A MCF-7 é um modelo celular amplamente utilizado para o estudo de

adenocarcinoma mamário e, diferente da MDA-MB-23, é positiva para receptor de

estrogênio. Tem como características o baixo potencial de invasão e migração,

habilidade de processamento do estradiol via receptores de estrogênio

citoplasmáticos, heterogeneidade de fenótipos e baixo crescimento celular (RAY et

al., 2006; Comşa; Cimpeam; Raica, 2015; ATCC, 2023).
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Quadro 1- Linhagens celulares e suas respectivas características de acordo com o banco de dados do ATCC (American Type Culture Collection).
Linhagem Organismo

de origem
Tipo de célula
(morfologia)

Tecido Propriedades Marcadores de
expressão

Genes
expressos

Observação

MCF-7 Homo
sapiens

Epitelial
(Carcinoma
mamário)

Glândula
mamária

Aderente Receptor de
estrógeno

Proteína de
ligação ao fator
de crescimento
semelhante à

insulina (IGFBP)
BP-2, BP-4 e
BP-5; WNT7B

Habilidade de
processamento do

estradiol via
receptores de

estrogênio
citoplasmáticos; não

possui potencial
invasivo

MDA-MB-
231

Homo
sapiens

Epitelial
(Adenocarcinoma

mamário)

Glândula
mamária

Aderente EGF, TGF alpha WNT7B Linhagem
triplo-negativa;

invasiva

HeLa Homo
sapiens

Epitelial
(Adenocarcinoma

endocervical)

Cérvix
uterino

Aderente - Queratina;
lisofosfatidilcolin

a (lyso-PC)
induz a

atividade de
AP-1; c-jun
atividade da

quinase
N-terminal

(JNK1) por uma
via

independente
da proteína
quinase C

Apresenta infecção
por Vírus do Papiloma

Humano tipo 18
(HPV18)

SiHa Homo
sapiens

Epitelial
(Carcinoma de

células
escamosas)

Cérvix
uterino

Aderente - Genes p53+ e
pRB+

Apresenta infecção
por HPV tipo 16

(HPV16).
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Notas: EGF- Fator de crescimento epidérmico; TGF- Fator de crescimento transformante; WNT7B- Sítio de integração relacionado ao Wingless.; AP-1-
Proteína ativadora 1; pRB- Proteína do retinoblastoma.
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2.4 Lactonas macrocíclicas e sua importância farmacológica

As lactonas macrocíclicas (LMs) compõem um conjunto de compostos

hidrofóbicos, estruturalmente relacionados, amplamente utilizados em animais e

humanos, e no controle de pragas em plantações (Prichard et al., 2012). As LMs

são conhecidas por serem uma família de endectocidas que se destacam por sua

atividade de amplo espectro, segurança e facilidade de administração (Kita et al.,

2007; Molyneux et al., 2003; Mckellar et al., 1996). Além disso, são eficazes contra

cepas de nematóides resistentes a benzimidazol, levamisol e pirantel,

representando uma revolução na luta contra as parasitoses no final dos anos 1970

(Mckellar et al., 1996; Junco et al., 2021; Prichard, 2021).

O mecanismo de ação das LMs em parasitos é relacionado à ligação desta

família de compostos à canais de cloreto dependentes de ligante, especificamente

os subtipos que são mediados por ácido gama-aminobutírico (GABA-A) e

dependentes de glutamato (Shoop et al., 1995, Junco et al., 2021). Essa ligação

irreversível mantém o canal de cloreto aberto, levando a uma hiperpolarização ou

despolarização muito duradoura do neurônio e/ou célula muscular e, portanto,

levando-o à morte (Gao et al., 2010; Cobb; Boeckh, 2009) (Figura 2).

Figura 2- Mecanismo de ação das LMs. A ligação irreversível com canais de cloreto
dependentes de glutamato resulta no influxo de íons cloreto, o que leva ao comprometimento da
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função muscular e à paralisia do parasito (Gao et al., 2010; Cobb; Boeckh, 2009) (Autoria própria,
criado no BioRender).

Dentro da família das LMs, as avermectinas e milbemicinas são notáveis.

Elas são valorizadas pela indústria agropecuária devido a sua atividade contra

artrópodes e nematóides (endoparasitas e ectoparasitas), baixa toxicidade em

mamíferos, impacto ambiental mínimo e modo de ação único. Essas subfamílias

têm em comum o anel de LMs de 16 membros fundido com as funções benzofurano

e espirocetal em um arranjo tridimensional. Essa estrutura é reconhecida por

receptores de canais iônicos de cloreto específicos (Prichard et al., 2012; Davies;

Green, 1986).

Além de suas aplicações antiparasitárias, as LMs também têm sido

estudadas quanto à sua aplicação na terapia do câncer. Diversas são as pesquisas

disponíveis na literatura que avaliam sua capacidade de inibir as células tumorais e

até mesmo a multirresistência a drogas (MDR). Como exemplo, algumas

avermectinas aumentam a sensibilidade à quimioterapia em doses não tóxicas,

inibindo proteínas de multirresistência como a glicoproteína-P (P-gp) e o MRP1

(Korystov et al., 2004).

Entre as avermectinas, a ivermectina (IVM) demonstrou efeito

antineoplásico por inibir a PAK1 em células de carcinoma nasofaríngeo in vivo

(Gallardo et al., 2018). Além disso, a IVM diminui o complexo mitocondrial I, limita a

função das RNA helicases NS3 e DDX23, inibe a via WNT-TCF, atua como ionóforo

regulando positivamente os canais de cloreto para induzir apoptose e morte celular

osmótica. Ela também estimula um microambiente enriquecido com ATP e HMGB1,

aumenta a sensibilidade ao ATP e sinais de cálcio nos receptores membranares

P2X, promove a poliubiquitinação da quinase PAK1, estimula a expressão de

Beclin1 e Atg5 (ambas ligadas à indução de autofagia) e modifica a assinatura

epigenética e a atividade de autorrenovação na célula tumoral, imitando a interação

SIN3 (Dueñas-Gonzáles & Juárez-Rodríguez, 2021).

Zhang et al. (2020) também demonstraram que os compostos avermectina

B1, IVM, doramectina, selamectina e MOX são capazes de inibir o membro

transmembrana 16A (TMEM16A). Essa molécula é responsável por codificar os

canais Cl− ativados por Ca2+, que possui papel importante na proliferação

tumorigênica, sendo este exercido através de sua função como canal.
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Outro mecanismo de ação de LMs como doramectina, nemadectina,

milbemicinas β14 e secomilbemicina D no contexto antineoplásico é a inibição da

função da P-gp, diminuição da expressão do gene MDR1 e do gene que codifica a

P-gp (Gao et al., 2010, Gao et al., 2011). Já a via exercida pelas briostatinas 1, 5 e 8

está relacionada a sua capacidade de modular seletivamente a função de várias

enzimas da proteína quinase C (PKC), que possuem um papel importante na

regulação do crescimento e morte celular. A interação dessas drogas com a PCK

leva à inibição do crescimento, diferenciação celular e morte celular programada

(Figuerola; Avila, 2019).

Dentre os estudos observados na literatura, alguns medicamentos

pertencentes à família das lactonas possuem pouca elucidação quanto ao seu

potencial antitumoral e seu consequente mecanismo de ação. Um desses fármacos

é a Moxidectina, nosso objeto de estudo.

2.5 Moxidectina

2.5.1 Caracterização Química

A Moxidectina (MOX) é um endectocida potente de amplo espectro com

atividade contra diversas espécies de nematóides e artrópodes pertencente à

subfamília das milbemicinas (Cobb; Boeckh, 2009; Prichard et al., 2012; Muniz et

al., 2021). Foi isolada pela primeira vez em 1967, sendo uma derivada

semissintética da metoxima do LL F-2924α, conhecida como nemadectina, produto

da fermentação da bactéria gram-positiva Streptomyces cyaneogriseus subsp.

noncyanogenus (Zulalian et al., 1994; Cobb; Boeckh, 2009; Prichard; Geary, 2019). 

Apesar de pertencer à mesma família de compostos da IVM e possuírem

mecanismos de ação muito semelhantes, a MOX difere estruturalmente.

Notavelmente, falta a fração de açúcar ligada ao carbono 13 do anel macrocíclico,

possui uma cadeia lateral olefínica no carbono 25 e apresenta uma fração metoxima

no carbono 23 (Figura 3) (Prichard et al., 2012; Bygarski et al,, 2014; Milton et al.,

2020).
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Figura 3- Comparação da estrutura química da MOX e IVM. Fonte: Ménez et al., 2012; com
modificações.

Devido a essas peculiaridades estruturais, a MOX apresenta maior

lipofilicidade, interação fraca com os transportadores da P-gp em mamíferos, menor

potencial neurotóxico e menor capacidade de causar superexpressão de P-gps e de

proteínas associadas a multirresistência (MRPs) em nematóides que a IVM (Lespine

et al., 2006; Ardelli; Prichard, 2008; Janko; Geyer, 2013).

Sendo um composto de Classe II de acordo com o Sistema de Classificação

Biofarmacêutica, a MOX apresenta alta permeabilidade e baixa solubilidade. Sua

absorção é rápida, apresentando o pico de concentração plasmática entre 3 a 4

horas (Korth-Bradley et al., 2012). Uma vez absorvida, a MOX apresenta ampla

distribuição e meia-vida longa, variando de 20 a 43 dias em seres humanos. Isso é

principalmente devido à sua alta lipofilicidade, o que facilita a retenção da droga nos

tecidos adiposos (Prichard et al., 2012; Milton et al., 2020).

Quanto ao seu metabolismo, a MOX não interage clinicamente com as

enzimas do citocromo P450 (CYP450), o que aumenta a sua biodisponibilidade

(Lemos; Trindade, 2014; Milton et al., 2020). Em estudos in vitro com microssomas

hepáticos de mamíferos, foi considerada um substrato limitado às enzimas do

metabolismo CYP (Dupuy et al., 2001).
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2.5.2 Aplicações terapêuticas

A MOX é principalmente utilizada no tratamento de parasitoses de

importância veterinária devido sua estabilidade molecular, versatilidade, eficácia,

segurança e lipofilicidade. Estas características garantem meia-vida longa e, por

consequência, maior tempo de proteção contra infecções parasitárias (Prichard et

al., 2012; Milton et al., 2020). As doses utilizadas no tratamento das parasitoses

variam de 3 µg/kg a 2.5 mg/kg e podem ser utilizadas na forma de comprimidos,

injeções, géis, pastas orais ou soluções tópicas (Prichard et al., 2012).

Na atualidade, a MOX é prescrita para o tratamento de um amplo espectro

de parasitos internos e externos, como Rhipicephalus (Boophilus) microplus em

ovelhas, Dirofilaria immitis em cães e gatos, e Otodectes cynotis em cães. Além

disso, tem efeito nos estágios imaturos e adultos de lombrigas e ancilostomídeos

em cães e gatos, tricurídeos e vermes pulmonares de cães, ácaros da sarna

sarcóptica e ácaros do gênero Demodex, bem como nematódeos em equinos e

pequenos ruminantes (Zulalian et al., 1994; Cobb; Boeckh, 2009; Milhes et al.,

2017).

Em humanos, a MOX é utilizada no tratamento de Oncocercose

(Onchocerca volvulus), no entanto já existem estudos em fase II que apontam a

eficiência da MOX em conjunto com Albendazol contra Tricuríase (Trichuris trichiura)

em adolescentes (Keller et al., 2019). Por ser um microfilaricida potente, de efeito

prolongado e ter demonstrado desempenho clínico superior em relação à IVM, a

MOX possui potencial para viabilizar e acelerar a eliminação da oncocercose no

contexto mundial (Milton et al., 2020). Estudos mais recentes apontam que a MOX

também tem forte potencial antiviral contra o vírus da Influenza H9 in vitro e in vivo

(embrião de galinha), especialmente nas concentrações de 100 e 200 µg/ml

(Hameed et al., 2022).

2.5.3 Potencial Antitumoral

No que diz respeito ao potencial antitumoral da MOX, poucas pesquisas

foram realizadas. No trabalho de Song et al. (2018) a MOX apresentou atividade

antitumoral em células de glioma das linhagens U251 e C6 in vitro, e in vivo a partir

de xenotransplante em camundongos BALB/c. De forma mais detalhada, nas
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concentrações de 10, 20, 30, 40 e 50 μM houve a diminuição da viabilidade das

células tumorais e maior citotoxicidade nas linhagens celulares tumorais que na

linhagem celular normal (SVG P12). Ainda in vitro a MOX diminuiu a capacidade

clonogênica, induziu a apoptose, modulou a expressão de proteínas pró-apoptóticas

e induziu as células tumorais à parada na fase G0 e G1 do ciclo celular.  In vivo, a

MOX foi capaz de retardar o crescimento do xenoenxerto e aumentar a taxa

apoptótica no tecido tumoral a partir da modulação proteica demonstrada nas

etapas in vitro (Figura 4).

Também utilizando as linhagens celulares de glioma U251 e C6 e ensaios in

vivo, Liu et al. (2020) demonstraram que a MOX foi capaz de estimular a autofagia

de forma dose dependente a partir da inibição da via de sinalização AKT/mTOR.

Mecanismo semelhante foi encontrado por Mao et al. (2022), em que a MOX foi

capaz de alterar o funcionamento da via AKT/mTOR e induzir a paralisação da

autofagia nas células de câncer colorretal (HCT15 and SW620). No estudo, esta

LMs foi capaz de iniciar a autofagia e impedir que o processo fosse finalizado

através da interrupção da formação de autofagolissosomos. Estas são estruturas

finais do processo de autofagia, que consistem na fusão do autofagossomo com o

lisossomo e consequente eliminação do conteúdo presente na vesícula. Além dos

danos às estruturas autofágicas, a MOX também diminuiu a capacidade

proliferativa, alterou o funcionamento da via PI3K-Akt-mTOR e reduziu a acetilação

dos microtúbulos das células tratadas (Figura 4).
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Figura 4- Representação esquemática das principais vias biológicas envolvidas no

mecanismo antitumoral da Moxidectina (Autoria própria, criado no BioRender).

Na base de dados do PubMed (2023) foram identificados apenas 26

trabalhos com as palavras-chave Moxidectin e cancer, sendo que parte deles não

utiliza a MOX como composto de interesse, apenas como citação. Apesar dos

escassos trabalhos que demonstram o potencial da MOX na pesquisa relacionada

aos tumores, já existem evidências que demonstram o potencial de outras LMs na

terapia antitumoral. Sabe-se, por exemplo, que as avermectinas, subfamília a qual

pertence a IVM, em estudo realizado por Korystov et al. (2004), foram capazes de

aumentar significativamente a sensibilidade de células tumorais das linhagens

Hep-2 e P388 ao taxol e vincristina em um ensaio de sinergismo ou combinação.

Esse efeito adjuvante encontrado nas avermectinas pode ser usado com o objetivo

de aumentar a efetividade dos tratamentos antineoplásicos (Korystov et al., 2004).

No grupo das LMs, a investigação da atividade antitumoral concentra-se, até

o momento, na família das avermectinas, em especial a IVM, uma vez que esta

representa a droga mais estudada e amplamente utilizada do grupo (Juarez et al.,

2018). Sua ação antitumoral já foi comprovada em células da linhagem de câncer de

mama, entre elas a MCF-7. Por meio da ativação dos mecanismos autofágicos, a

IVM levou a inibição tumoral tanto in vitro como in vivo, demonstrando seu potencial

quimioterápico, em adição a sua ação antiparasitária (Dou et al., 2016).
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Outras avermectinas como a avermectina C e a avermectina B1 também já

se mostraram potentes agentes antitumorais no tratamento das linhagens de

Carcinoma de Ehrlich, P388, CA-755 e B16 in vivo. Esses dois compostos

reduziram em cerca de 70-80% o crescimento das linhagens tumorais. Quando

injetadas após a administração de vincristina, as avermectinas foram capazes de

aumentar a efetividade induzida pelo quimioterápico (Drinyaev et al., 2004).

A IVM é experimentalmente bem caracterizada como um potencial agente

antineoplásico eficaz no tratamento de linhagens de câncer de ovário humano

(Hashimoto et al., 2009), leucemias (Sharmeen et al., 2010) e câncer de mama (Dou

et al., 2016). Além disso, demonstrou eficácia contra câncer de cólon, glioma,

melanoma e carcinoma bronquiolar de não pequenas células (Melotti et al., 2014).

Tais estudos indicam que a IVM é uma opção em potencial para o tratamento de

diversos tipos tumorais. Por possuir semelhanças no mecanismo de ação da IVM,

supõe-se que a MOX também se apresenta como um agente promissor no

tratamento do câncer, sendo essa uma das hipóteses do presente trabalho.

Gao et al. (2010) utilizaram dois novos compostos de milbemicina,

milbemicina β14 e secomilbemicina D, na reversão da resistência a múltiplas drogas

(MDR) de células de carcinoma de mama humano resistente à adriamicina

(MCF-7/adr) in vitro. Foi observado que ambas as milbemicinas apresentaram

potencial para aumentar a citotoxicidade da adriamicina em relação às células

MCF-7/adr, sugerindo os dois compostos como moléculas promissoras na reversão

da MDR.

A doramectina (DRM), outra droga pertencente ao grupo das milbemicinas,

assim como a MOX e a IVM, também demonstrou potencial antineoplásico em

linhagem celular de glioma (Du et al., 2023). O composto inibiu a viabilidade das

células da linhagem C6 através da indução da apoptose pela via

Bcl-2/Bax/Caspase-3. Além disso, a superprodução de espécies reativas de

oxigênio, desencadeou o processo de necrose via RIPK1/RIPK3/MLK. Esses

resultados confirmaram o potencial antitumoral da DRM in vivo e in vitro em

concentrações entre 5 a 40 µM.

Estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa indicam que a

MOX exerceu efeito citotóxico seletivo em linhagens celulares de câncer de mama.

A mesma ainda foi capaz de alterar a morfologia das células tumorais, apresentando

diversas características relacionadas ao processo apoptótico. Tal observação foi
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corroborada pelo ensaio de marcação com anexina V e iodeto de propídeo que

indicou que mais de metade das células tumorais se encontravam em diversos

estágios da apoptose. A MOX também induziu a parada do ciclo celular na fase S,

sendo este um possível mecanismo de ação da LMs nas células tumorais. Por já ter

apresentado potencial em ensaios anteriores, e os já conhecidos de outros

membros dessa família de fármacos, a hipótese do presente estudo é de que a

MOX apresenta potencial antitumoral contra diversas linhagens celulares

neoplásicas e apresenta potencial adjuvante ao tratamento quimioterápico in vitro.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial antitumoral e/ou adjuvante da Moxidectina in vitro em

linhagens celulares de câncer de colo uterino e de mama.

3.2 Objetivos específicos

- Avaliar a viabilidade das culturas tumorais após o tratamento com MOX;

- Determinar a concentração inibitória média (IC50) da MOX nas linhagens

celulares;

- Verificar se a MOX apresenta efeito seletivo nas linhagens utilizadas;

- Identificar a possível influência da MOX nos mecanismos celulares de

proliferação;

- Avaliar a toxicidade da cisplatina nas culturas tumorais quando associado

à MOX;

- Observar possíveis alterações morfológicas das linhagens celulares

utilizadas após tratamento com a MOX e MOX+Cisplatina;

- Analisar o tipo de morte celular induzido após os tratamentos.
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4. MATERIAL E MÉTODOS

4.1. Preparação da Moxidectina e quimioterápico

A MOX (cedida pela Zoetis) foi pesada e diluída em dimetilsulfóxido (DMSO)

para a obtenção da uma solução estoque (25 mM) que foi armazenada a -20°C. A

partir desta solução inicial foram feitas as concentrações necessárias para a

realização dos testes com o meio de cultura DMEM (Dulbecco's Modified Eagle

Medium) suplementado com 1% de Soro Fetal Bovino (SFB) (Gibco). As diluições

realizadas tiveram como concentração final de DMSO menos de 0,1% do volume

total, como propõe SONG et al. (2018).

A Cisplatina (CPT) (cis-Diammineplatinum (II) dichloride, Sigma-Aldrich) foi

pesada e diluída em Tampão Fosfato-Salino (PBS) para preparar a solução estoque

(100 mM). Seguida dessa etapa, ocorreu a diluição para a concentração desejada (5

mM), conforme as recomendações do fabricante em relação à estabilidade do

composto. As soluções preparadas eram utilizadas até uma semana após o preparo

e mantidas a -20°C.

4.2 Cultura das linhagens celulares

Foram utilizadas as linhagens celulares MCF-7 (adenocarcinoma de mama),

MDA-MB-231 (adenocarcinoma mamário), HeLa (adenocarcinoma de colo uterino) e

SiHa (câncer cervical), obtidas pelo Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ)

(Figura 5). Além disso, como controle de célula não tumoral, foi utilizada a linhagem

GM07492A (fibroblasto pulmonar não tumorigênico), que foi gentilmente cedida pela

Dra. Denise Crispim Tavares do Laboratório de Mutagêneses da Universidade de

Franca. As células foram mantidas em garrafa de cultura contendo meio DMEM

suplementado a 10% de SFB e 1% de antibiótico (ATB) (Penicilina Estreptomicina e

Anfotericina B), em atmosfera de 5% de CO2, à 37 oC. Quando as monocamadas

atingiram cerca de 60 a 80% de confluência, as garrafas foram repicadas para a

obtenção da suspensão celular e realização dos ensaios posteriormente citados. O

repique foi realizado utilizando PBS para lavagem das células, seguido da adição de

Tripsina 1x para a dissociação enzimática durante 5 minutos à 37 oC. A ação da

tripsina foi inibida a partir do acréscimo de meio DMEM + 10% SFB. As células
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foram centrifugadas a 1200 rpm durante 10 min e ressuspensas em 2 ml de meio de

cultura suplementado. O número total de células da suspensão foi obtido pela

contagem em câmara de Neubauer com azul de Tripan a 0,04% (1:1). A

concentração celular foi ajustada conforme a necessidade de cada ensaio.

Figura 5- Representação esquemática das linhagens celulares utilizadas no presente

estudo (Autoria própria, criado no BioRender).

4.3 Ensaios de triagem

4.3.1 Ensaio de redução do MTT para determinação de citotoxicidade,
IC50 e seletividade

Para a determinação da citotoxicidade foi realizado o ensaio de redução do

3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazólio (MTT) (Invitrogen). Para isso, as células

de cada linhagem foram plaqueadas em placas de 96 poços de fundo chato na

densidade de 1x104 células por poço. Após 24h de incubação em meio com 10%

SFB, em estufa com atmosfera de 5% de CO2, à 37 oC (GAO et al., 2010), as

culturas foram tratadas com MOX nas concentrações de 0,48; 0,96; 1,93; 3,8; 7,75;

15,5; 31 e 62 μM, no volume de 100 μl por poço, durante 24 e 48h. Todos os

tratamentos foram realizados utilizando meio DMEM suplementado com 1% de SFB.

Ao final de cada tempo de tratamento, foram adicionados 10 μl de MTT (5 mg/ml)
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por poço. As placas foram incubadas durante 3 horas a 37ºC em estufa e, após a

formação e deposição dos cristais de formazan, as placas foram vertidas para a

retirada do sobrenadante. Foram acrescentados 100 μl de álcool etílico 99% por

poço para a diluição dos cristais. Após a homogeneização dos poços a absorbância

foi analisada em espectrofotômetro (BioTek Epoch), no comprimento de onda de

570 nm (LIU et al., 2014). Os resultados obtidos foram expressos em porcentagem

de células viáveis em relação ao controle negativo, sem tratamento. A saber:

Porcentagem de viabilidade = [(Absorbância dos tratamentos/Absorbância do

controle negativo)] *100)

Os controles utilizados foram meio DMEM suplementado com 1% de SFB,

para o controle negativo (NC), e CPT na concentração de 5 mM, para o controle

positivo (PC). Foram realizados 3 experimentos independentes em triplicatas para

cada linhagem. Os dados foram plotados em tabelas no Excel e as análises

estatísticas feitas no software GraphPad Prism 7 (GraphPad Prism Software Inc.,

San Diego, California) para a determinação das médias de viabilidade dos

tratamentos e da concentração inibitória média (IC50). As curvas dose-resposta

foram plotadas com base nos dados obtidos do ensaio de redução do MTT e após a

transformação das concentrações em µM para Log (X = LogX) e normalização dos

dados, foi realizada uma curva de regressão não linear.

Para avaliar a existência de efeito seletivo no tratamento com a MOX foi

feito o cálculo do índice de seletividade (IS), cuja equação se encontra descrita

abaixo:

𝐼𝑆 =
𝐼𝐶

50
 𝑑𝑎 𝑙𝑖𝑛ℎ𝑎𝑔𝑒𝑚 𝑛𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙

𝐼𝐶
50

 𝑑𝑎 𝑙𝑖𝑛ℎ𝑎𝑔𝑒𝑚 𝑡𝑢𝑚𝑜𝑟𝑎𝑙

De acordo com Zingue et al. (2016) caso a taxa obtida pela divisão dos

valores de IC50 das linhagens celulares não tumorais (GM07492A) e tumorais

(MCF-7, MDA-MB-231, HeLa e SiHa) seja maior que 1.0 (IS > 1.0), assume-se que

a substância testada possui maior seletividade para células neoplásicas.

4.3.2 Ensaio de formação de colônias

O ensaio clonogênico foi performado para avaliar a capacidade de

proliferação das linhagens tumorais após o tratamento com os compostos de
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interesse. Desta forma, de acordo com o protocolo descrito por Rafehi (2011) com

modificações, as células em cultura foram tripsinizadas e contadas. Em seguida,

foram adicionadas 700 células por poço em placas de 12 poços. Todos os

tratamentos foram realizados utilizando meio DMEM suplementado com 1% de SFB.

Após 24h de incubação, as células foram tratadas com a IC50 da MOX (de cada

linhagem), no volume de 1 ml por poço, durante 48h. Após este período o meio de

cultura foi substituído por meio fresco, sem tratamento, suplementado com 1% de

SFB. A reposição foi realizada a cada 48h, até que se completassem 10 dias de

incubação. Após o término do experimento, as células foram lavadas com PBS e

posteriormente fixadas com álcool etílico P. A. durante 15 minutos. Após a fixação,

as colônias foram coradas com cristal violeta (0,5% em 25% de Metanol) no volume

de 500 μl por poço durante 30 min. O corante foi retirado e os poços foram lavados

com água destilada. As placas foram fotografadas com câmera fotográfica para

posterior contagem de clones a partir da utilização do software ImageJ (Bethesda,

MD). A densidade óptica proveniente do corante retido nas colônias também foi

avaliada através da adição de 500 μl de metanol por poço durante 5 min. Os eluatos

foram coletados e plaqueados em placas de 96 poços para leitura no

espectrofotômetro (BioTek Epoch) no comprimento de onda de 595 nm.

4.3.3 Avaliação da morfologia celular

Para avaliação da morfologia das linhagens em resposta ao tratamento com

a MOX as células foram cultivadas em placas de 24 poços na concentração de

3x104 células por poço. Após 24h de incubação, as culturas foram tratadas com

MOX (em suas respectivas IC50) e MOX+CPT (nas concentrações da IC50 e 5 μM,

respectivamente) no volume de 400 μl por poço, durante 48h. Todos os tratamentos

foram realizados utilizando meio DMEM suplementado com 1% de SFB. Foram

capturadas 3 imagens de cada um dos grupos de tratamento, de dois experimentos

independentes, adquiridas através de um microscópio invertido com câmera

fotográfica acoplada (Eclipse Ti (Nikon)). As fotografias foram analisadas através do

software ImageJ (Bethesda, MD) para avaliação do formato celular, número de

células por campo (células/campo), presença de vacúolos, retração celular,

alterações de adesão, presença de bolhas na superfície celular e alterações

nucleares (Alsaedi et al., 2019).
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4.4 Ensaios para avaliação de mecanismo

4.4.1 Ensaio de apoptose e necrose

Para avaliação do tipo de morte celular observada após o tratamento, as

linhagens foram cultivadas em placas de 48 poços na concentração de 3x104. Todos

os tratamentos foram realizados utilizando meio DMEM suplementado com 1% de

SFB. O tratamento com MOX (IC50) e MOX+CPT (nas concentrações da IC50 e 5 μM,

respectivamente) foi realizado no volume de 300 μl por poço, durante 48h. Todos os

tratamentos foram realizados utilizando meio DMEM suplementado com 1% de SFB.

Após o tempo de incubação, as placas foram centrifugadas por 5 min a 1000 rpm e

posteriormente o sobrenadante foi cuidadosamente aspirado. O meio retirado foi

substituído por uma solução contendo meio DMEM suplementado com SFB (10%),

laranja de acridina (50 μg/ml) e brometo de etídio (50 μg/ml). As placas foram

novamente centrifugadas e, após 2 min de incubação ao abrigo da luz, foram

levadas ao microscópio de fluorescência (Eclipse Ti (Nikon)). As imagens foram

obtidas no aumento de 20x, utilizando os cubos de fluorescência EGF (para a

visualização da fluorescência verde) e CY3 (para a visualização da fluorescência

vermelha). Após a aquisição das imagens, foi realizada a sobreposição das

fluorescências e posteriormente as células foram analisadas através do software

ImageJ (Bethesda, MD).

As células foram classificadas em três categorias: 1- Viáveis, quando

apresentavam núcleo de coloração verde, não condensado e sem alterações

visíveis; 2- Apoptóticas, quando apresentavam núcleo verde ou vermelho

condensado, fragmentado ou com alguma outra alteração visível; 3- Necróticas,

quando apresentavam núcleo vermelho, não condensado e sem alterações visíveis

(Figura 6)(Smith et al., 2012). Foi conduzida uma análise qualitativa, na qual 100

células foram contadas aleatoriamente em cada imagem e classificadas como

viáveis, apoptóticas ou necróticas. Além disso, empregou-se um método

quantitativo, no qual as imagens foram divididas em 4 quadrantes e o número total

de células no quadrante mais representativo foi contado e caracterizado.



47

Figura 6- Método de caracterização utilizado para identificar o estado das células coradas
no ensaio de fluorescência por laranja de acridina e brometo de etídio, proposto por Smith et al.
(2012) com modificações.

4.4.2 Ciclo celular

Foram plaqueadas 2x104 células em placas de 24 poços durante 24 horas,

em seguida, foi realizado o tratamento com MOX (IC50) e MOX+CPT (nas

concentrações da IC50 e 5 μM, respectivamente), no volume de 300 μl por poço,

durante 48h.  Todos os tratamentos foram realizados utilizando meio DMEM

suplementado com 1% de SFB. Após o tratamento das culturas, os poços foram

lavados duas vezes com PBS em temperatura ambiente e em seguida, foi realizada

a desagregação celular enzimática através da adição de 200 μl de tripsina e

posterior incubação por 3 a 4 min a 37ºC em estufa. A suspensão celular obtida foi

centrifugada a 1200 rpm durante 1 min, lavada com PBS, centrifugada novamente

(1200 rpm por 1 min) e incubada em álcool 70% sob refrigeração (-20°C) até o

momento da marcação. As células foram então centrifugadas a 1200 rpm por 5

minutos, o sobrenadante foi retirado e foi realizada a marcação com uma solução

contendo Triton a 0,1%, RNAse (RNase A, Thermo Fisher Scientific) a 20 mg/ml e IP

a 50 μg/ml. Em seguida, as células foram incubadas overnight sob refrigeração e

abrigo da luz. No dia seguinte, as amostras foram analisadas em citômetro de fluxo

Guava easyCyte™ HT System, a partir da aquisição de 5000 eventos no canal

vermelho (RED-B). As amostras adquiridas foram analisadas através do programa

FlowJo™ Software (Versão 10, Becton, Dickinson and Company, 2019).

Foram adquiridos 5.000 eventos por amostra no gate de interesse após a

verificação da população celular através dos parâmetros de tamanho (FSC) e

granulosidade (SSC) na escala logarítmica. Para a identificação e retirada dos
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doublets foram utilizados dot plots formados pelos parâmetros área da fluorescência

(RED-B-ALin: Red-B Fluorescence Area (RED-B-ALin)) versus largura do sinal

(RED-B-W : Red Fluorescence Widht (RED-B-W)). Após o isolamento dos singlets,

o histograma do canal vermelho em escala linear foi utilizado para a análise do ciclo

celular (Figura 7).

Figura 7- Esquema de análise do ciclo celular. À esquerda, método de identificação da
população de interesse a partir dos parâmetros de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) na escala
logarítmica. Ao centro, gráfico formado pelos parâmetros área e largura da fluorescência obtidos no
canal vermelho (RED-B), referente à marcação com iodeto de propídeo (IP), na escala linear. À
direita, método de análise do ciclo celular com a identificação das fases G1, S e G2.

4.5 Análise estatística

Os dados foram apresentados como média ou média ± desvio padrão. A

distribuição dos dados foi avaliada pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Para

a análise estatística, foram aplicados os testes one-way ANOVA para dados com

distribuição normal ou Kruskal-Wallis para dados não gaussianos. Todas as análises

estatísticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 7 (GraphPad

Prism Software Inc., San Diego, Califórnia). O valor de p<0,05 foi considerado

estatisticamente significante.
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5. RESULTADOS

5.1 MOX reduz a viabilidade das linhagens tumorais

Para observar se a MOX é capaz de reduzir a viabilidade celular de forma

seletiva, as linhagens normais e tumorais foram inicialmente submetidas ao ensaio

de citotoxicidade fundamentado pela redução do MTT. Foram testadas as

concentrações de 62; 31; 15,5; 7,75; 3,8; 1,93; 0,96 e 0,48 μM de MOX durante 24 e

48 horas. Os resultados obtidos podem ser observados nas Figuras 9 e 10.
.
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Figura 8- MOX reduz a viabilidade das linhagens celulares testadas após 24 h. Os dados representam a média em porcentagem de viabilidade (%)
± o desvio padrão (SD). CN- controle negativo (DMEM+ 1% SFB); CPT- cisplatina a 5 mM; CP- controle positivo (DMEM+ 20% DMSO). Índice de viabilidade
da linhagem normal (GM07492A - fibroblasto pulmonar não tumorigênico) e tumorais (MCF-7 - adenocarcinoma de mama, MDA-MB-231 - adenocarcinoma
mamário, HeLa - carcinoma de colo uterino e SiHa - câncer de colo uterino), após 24 horas de tratamento. Para a análise da diferença foi utilizado o one-way
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ANOVA seguido do pós-teste de Tukey- Kramer sendo considerado um valor significativo de * p≤0,05. ** p≤0,01 e **** p≤0,001. A linha tracejada representa
50% da viabilidade celular. Os dados são provenientes de 3 experimentos independentes, com 3 repetições experimentais. Houve diferença estatística entre
os grupos NC e CPT; no entanto, essa diferença não foi representada de forma gráfica.
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Figura 9- MOX reduz a viabilidade das linhagens celulares testadas após 48 h. Os dados representam a média em porcentagem de viabilidade (%)

± o desvio padrão (SD). CN- controle negativo (DMEM+ 1% SFB); CPT- cisplatina a 5 mM; CP- controle positivo (DMEM+ 20% DMSO). Índice de viabilidade

da linhagem normal (GM07492A - fibroblasto pulmonar não tumorigênico) e tumorais (MCF-7 - adenocarcinoma de mama, MDA-MB-231 - adenocarcinoma

mamário, HeLa - carcinoma de colo uterino e SiHa - câncer de colo uterino), após 48 horas de tratamento. Para a análise da diferença foi utilizado o one-way
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ANOVA seguido do pós-teste de Tukey- Kramer sendo considerado um valor significativo de * p≤0,05. ** p≤0,01 e **** p≤0,001. A linha tracejada representa

50% da viabilidade celular. Os dados são provenientes de 3 experimentos independentes, com 3 repetições experimentais. Houve diferença estatística entre

os grupos NC e CPT; no entanto, essa diferença não foi representada de forma gráfica.
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Em todas as linhagens utilizadas no estudo a MOX foi capaz de reduzir a

viabilidade celular a partir da concentração de 3,8 μM (Figuras 8 e 9). Dentre os

tipos celulares testados, MDA-MB-231 e SiHa demonstraram maior sensibilidade ao

tratamento, sendo a viabilidade igual a 7% ± 0,928% e 11,7% ± 1,544% em 24 h; e

10,7% ± 1,00% e 10,5% ± 0,8% em 48 h, respectivamente, na concentração de 3,8

μM.

Os dados indicam uma concentração efetiva de 7,75 μM em todas as

linhagens. A partir dessa concentração, a viabilidade celular foi inferior a 15%. Além

disso, observou-se que, mesmo com o aumento da dose, o efeito máximo foi

mantido, com pequenas variações.

Após a realização do teste de viabilidade, a IC50 de cada tempo de

tratamento foi calculada e pode ser conferida na Tabela 1. A linhagem HeLa

apresentou os maiores valores de concentração inibitória, demonstrando ser mais

resistente ao tratamento com MOX. As demais concentrações (IC50) obtidas tiveram

valores bem semelhantes e refletem os resultados obtidos no ensaio de redução do

MTT, com valores próximos à concentração de eficácia máxima.

Houve redução extremamente significativa (p<0,0001) do valor de IC50 de

todas as linhagens ao longo do tempo de tratamento, o que indica um efeito

tempo-dependente do tratamento com a MOX.

Tabela 1- Concentração inibitória média (IC50) da MOX nas linhagens GM 07492A,

MDA-MB-231, MCF-7, HeLa e SiHa nos tempos de tratamento de 24 e 48 horas.

IC50 (µM)

24 h 48 h
GM 07492A 3,661 2,565

MDA-MB-231 1,723 1,055
MCF-7 3,446 2,554

HeLa 4,030 2,928
SiHa 2,626 2,101

Nota: Os valores estão expressos em µM. Os dados são provenientes de 3 experimentos
independentes, com 3 repetições experimentais.
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Figura 10- Curvas dose-resposta das linhagens celulares tratadas com MOX. Os dados
representam a média em porcentagem de viabilidade (%) ± o desvio padrão (SD). Para a confecção
das curvas foi utilizada a regressão não linear do log (inibidor) vs a resposta normalizada. A linha
tracejada representa a média referente a 50% da viabilidade celular. Os dados são provenientes de 3
experimentos independentes, com 3 repetições experimentais. Abaixo de cada gráfico encontram-se
os valores de de cada linhagem referentes aos tempos de tratamento.𝑅2

As curvas dose-resposta evidenciam o momento em que a MOX atinge sua

eficácia máxima e tende a formar um platô nas concentrações mais altas (Figura

10). Além de sua eficácia, as curvas demonstram que o efeito da MOX foi mais

potente na linhagem MDA-MB-231, que consequentemente também apresentou o

menor valor de IC50.

5.2 MOX apresenta efeito seletivo

A partir dos valores de IC50 foi calculado o índice de seletividade com o

objetivo de verificar se a MOX apresenta maior efeito nas linhagens tumorais que na

linhagem normal (Tabela 2).



56

Tabela 2- Índice de seletividade das linhagens tumorais tratadas com MOX.

Nota: Os dados foram obtidos através da razão entre a IC50 da linhagem normal sobre a IC50 das
linhagens tumorais. As linhagens são consideradas seletivas caso o valor de SI seja maior ou igual a
1.

A MOX apresentou seletividade nas duas linhagens de câncer de mama

testadas, sendo a linhagem triplo negativa (MDA-MB-231) a que apresentou maior

seletividade em relação à célula normal (24h IS= 2,12; 48h IS= 2,43). A segunda

linhagem mais sensível foi a SiHa com IS igual à 1,39 em 24 h e 1,22 em 48 h.

Dentre as linhagens submetidas ao tratamento com a MOX apenas HeLa não

demonstrou efeito seletivo em nenhum dos tempos (IS<1).

5.3 MOX reduz a capacidade proliferativa das células tumorais

Após a identificação dos valores de IC50 e verificação do IS, as linhagens

foram submetidas ao ensaio de formação de colônias com a finalidade de verificar a

influência da MOX na capacidade de proliferação das células após o tratamento por

48 h (Figura 11).

Índice de Seletividade (IS)

24 h 48 h
MDA-MB-231 2,12 2,43

MCF-7 1,06 1,00
HeLa 0,90 0,87
SiHa 1,39 1,22
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Figura 11- MOX reduz a capacidade das linhagens tumorais de formar colônias. As células
foram tratadas com as IC50 específicas de cada linhagem por 48 horas (MOX). Após esse período, as
culturas foram acompanhadas por 10 dias. (A) Contagem do Número de Colônias após 48 horas de
Tratamento com MOX: Foram contabilizadas todas as colônias, exceto aquelas presentes nas
bordas. Os dados foram expressos como média de colônias ± desvio padrão (SD). (B) Densidade
Óptica (DO) Média do Experimento de Formação de Colônias. Os dados foram expressos como DO±
desvio padrão (SD). CN- controle negativo (DMEM+ 1% SFB); CPT- cisplatina a 5 mM. Para analisar
as diferenças, empregou-se o teste one-way ANOVA, seguido pelo pós-teste de Tukey-Kramer,
considerando significativo quando *p ≤ 0,05. Os símbolos **p ≤ 0,01 e ****p ≤ 0,001 indicam níveis
crescentes de significância. O asterisco foi utilizado para comparações com o grupo CN.

Após 48 h de tratamento com as concentrações inibitórias médias das

linhagens tumorais, a MOX diminuiu significativamente o número de colônias das

linhagens testadas, assim como a densidade óptica dos poços (com exceção da

linhagem HeLa).
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Figura 12- MOX reduz o número de colônias após o tratamento em 48 horas. Foram
contabilizadas todas as colônias, com exceção das presentes nas bordas. CN- controle negativo
(DMEM+ 1% SFB); CPT- cisplatina a 5 mM; MOX- IC50 específicas de cada linhagem.

Nas linhagens celulares de câncer de mama a MOX teve médias de

contagem de colônias iguais a 35,8 ± 45,6 versus 145,4 ± 53,7 no controle negativo

(MDA-MB-231) e 3,0 ± 1,0 versus 17,6 ± 5,5 no controle negativo (MCF-7). Já nas

linhagens de câncer de colo uterino as médias de colônias variaram entre 90,6 ±

42,7 no tratamento com a MOX, versus 242,2 ± 72,1 no controle negativo (SiHa), e

6,5 ± 0,7 no tratamento com a MOX versus 30,0 ± 10,3 no controle negativo (HeLa)

(Figura 11 e 12).

5.4 MOX altera a morfologia e induz as células tumorais à
apoptose

Além da diminuição da capacidade de proliferação, as linhagens celulares

foram avaliadas quanto à sua morfologia para a observação de alterações. Além de

analisar o efeito da MOX isoladamente, investigou-se também sua interação em
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combinação com o quimioterápico Cisplatina para observar um possível efeito

aditivo. Isso foi realizado utilizando as respectivas IC50 de cada linhagem juntamente

com a dose efetiva da CPT (5 μM).

Foi possível verificar alterações morfológicas nas células tratadas, como

redução do volume celular, perda de adesão com a placa, núcleos compactados ou

não identificáveis, bem como citoplasmas reduzidos (Figura 13). Foram observados

diversos debris dispersos nos poços, sugerindo que sejam corpos apoptóticos

indicativos de apoptose tardia.

Figura 13 - MOX altera a morfologia das células tratadas. As células foram observadas sob
aumento de 20x após a marcação com laranja de acridina e brometo de etídio. As células tratadas
com MOX e MOX+CPT demonstraram redução do número de células, morfologia arredondada,
diminuição do volume, perda de adesão com a placa e núcleos condensados. CN- controle negativo
(DMEM+ 1% SFB); CPT- cisplatina a 5 mM; MOX- IC50; MOX+CPT- MOX- IC50 associada à
cisplatina a 5 mM.

Com o objetivo de avaliar como a MOX era capaz de reduzir a viabilidade

celular e se teria relação com as alterações morfológicas observadas nos testes

anteriores, foi realizado um ensaio para avaliar o tipo de morte celular envolvido

(Figuras 14 e 15).
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As células tratadas com MOX e MOX+CPT apresentaram, em sua maioria,

alterações nucleares como condensação e fragmentação da cromatina, coradas em

verde ou vermelho, sendo então categorizadas como apoptóticas, confirmando os

achados observados na morfologia (Figuras 16, 17, 18 e 19).
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Figura 14- MOX induz as linhagens tumorais à apoptose. As células foram cultivadas em placas de 24 poços e tratadas com MOX e
MOX+CPT por 48h. Posteriormente, as células foram coradas com laranja de acridina (50 μg/ml) e brometo de etídio (50 μg/ml). As imagens foram
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capturadas com aumento de 20x, utilizando os cubos de fluorescência EGF e CY3 em um microscópio de fluorescência invertido (Eclipse Ti, Nikon).
As células foram classificadas em três categorias: 1- Viáveis, quando apresentavam núcleo de coloração verde, não condensado e sem alterações
visíveis; 2- Apoptóticas, quando apresentavam núcleo verde ou vermelho condensado, fragmentado ou com alguma outra alteração visível; 3-
Necróticas, quando apresentavam núcleo vermelho, não condensado e sem alterações visíveis. Os gráficos representam as porcentagens das
populações encontradas ± SD, produzidos pela contagem de 100 células por poço. Para a análise das diferenças, utilizou-se o Two-way ANOVA,
seguido pelo pós-teste de Tukey-Kramer, considerando significativo quando *p ≤ 0,05, **p ≤ 0,01 e ****p ≤ 0,001.
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Figura 15 - MOX reduz o quantitativo de células tumorais e as induz à apoptose. As células foram cultivadas em placas de 24 poços e
tratadas com MOX e MOX+CPT por 48h. Posteriormente, as células foram coradas com laranja de acridina (50 μg/ml) e brometo de etídio (50
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μg/ml). As imagens foram capturadas com aumento de 20x, utilizando os cubos de fluorescência EGF e CY3 em um microscópio de fluorescência
invertido (Eclipse Ti, Nikon). As células foram classificadas em três categorias: 1- Viáveis, quando apresentavam núcleo de coloração verde, não
condensado e sem alterações visíveis; 2- Apoptóticas, quando apresentavam núcleo verde ou vermelho condensado, fragmentado ou com alguma
outra alteração visível; 3- Necróticas, quando apresentavam núcleo vermelho, não condensado e sem alterações visíveis. Os gráficos representam a
média de células por campo ± SD, produzidos pela contagem do quadrante mais representativo.
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As linhagens tratadas apresentaram aumento significativo (p<0,0001) do

número de células em apoptose nos tratamentos MOX e MOX+CPT em relação ao

CN, representando respectivamente 24,33% ± 14,7% e 30,16% ± 5,4% em

MDA-MB-231, 56,16% ± 10,5% e 95,16% ± 6,1% da contagem total em MCF-7,

59,71% ± 18% e 59% ± 22,3% em SiHa e 91,25% ± 4,7% e 93,44% ± 3,8% em

HeLa (Figura 14).

A percentagem de células necróticas não foi expressiva em nenhum dos

tratamentos, não ultrapassando os 6% da contagem. O maior número de células em

necrose foi encontrado na linhagem MCF-7, onde os poços tratados apenas com

MOX apresentaram 5,16% ± 7,1% do total, porém não houve significância em

relação ao controle negativo.

Na linhagem MDA-MB-231 a CPT isolada apresentou viabilidade de 66,5%

± 6,3% enquanto no tratamento MOX 75,5% ± 14,7% das células estavam vivas, já

as células de MCF-7 apresentaram viabilidade de 38,66% ± 12,9% no tratamento

com o quimioterápico e com a MOX 33,83% ± 10,3%. Em relação às linhagens de

colo uterino, na HeLa a CPT apresentou 89,55% ± 4,1% e a MOX 6,12% ± 2,9%, e

na SiHa 72% ± 7% e 22,6% ± 16%, respectivamente. A CPT demonstrou toxicidade

menor que a MOX nas linhagens de câncer cervical, indicando maior resistência ao

tratamento com a droga padrão.

O uso combinado de MOX e CPT em todas as linhagens apresentou o menor

número de células viáveis após o tratamento, sendo 69,6% ± 5,3% em

MDA-MB-231, 0,83% ± 0,7% em MCF-7, 21,6% ± 14% em SiHa e 2,66% ± 2,9% em

HeLa, indicando alta citotoxicidade e diferindo da viabilidade observada nos

tratamentos com os compostos isolados. A linhagem MCF-7 recebe destaque pelo

aparente efeito aditivo da MOX em conjunto à CPT, que quase dobrou o número de

células apoptóticas observadas nos tratamentos separados. Tal efeito não foi

visualizado nas linhagens tumorais cervicais (HeLa e SiHa) e na linhagem da câncer

de mama triplo-negativa (MDA-MB-231), onde o número de células apoptóticas foi

semelhante ao observado no tratamento com a MOX isolada.
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Figura 16 - MOX induz a apoptose e reduz o quantitativo de células da linhagem
MDA-MB-231. As células foram cultivadas em placas de 24 poços e tratadas com MOX e MOX+CPT
por 48 h. Posteriormente, as células foram coradas com laranja de acridina (AO) (50 μg/ml) e
brometo de etídio (EB) (50 μg/ml). As imagens foram capturadas com aumento de 20x, utilizando os
cubos de fluorescência EGF e CY3 em um microscópio de fluorescência invertido (Eclipse Ti, Nikon).
As células foram classificadas em três categorias: 1- Viáveis, quando apresentavam núcleo de
coloração verde, não condensado e sem alterações visíveis; 2- Apoptóticas, quando apresentavam
núcleo verde ou vermelho condensado, fragmentado ou com alguma outra alteração visível; 3-
Necróticas, quando apresentavam núcleo vermelho, não condensado e sem alterações visíveis. As
imagens representam as micrografias tiradas em cada cubo de fluorescência para a visualização das
marcações isoladas (AO e EB) e a sobreposição das imagens (Merged) para a visualização de
ambas.
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Figura 17 - MOX induz a apoptose e reduz o quantitativo de células da linhagem MCF-7. As
células foram cultivadas em placas de 24 poços e tratadas com MOX e MOX+CPT por 48 h.
Posteriormente, as células foram coradas com laranja de acridina (AO) (50 μg/ml) e brometo de
etídio (EB) (50 μg/ml). As imagens foram capturadas com aumento de 20x, utilizando os cubos de
fluorescência EGF e CY3 em um microscópio de fluorescência invertido (Eclipse Ti, Nikon). As
células foram classificadas em três categorias: 1- Viáveis, quando apresentavam núcleo de coloração
verde, não condensado e sem alterações visíveis; 2- Apoptóticas, quando apresentavam núcleo
verde ou vermelho condensado, fragmentado ou com alguma outra alteração visível; 3- Necróticas,
quando apresentavam núcleo vermelho, não condensado e sem alterações visíveis. As imagens
representam as micrografias tiradas em cada cubo de fluorescência para a visualização das
marcações isoladas (AO e EB) e a sobreposição das imagens (Merged) para a visualização de
ambas.
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Figura 18 - MOX induz a apoptose e reduz o quantitativo de células da linhagem SiHa. As
células foram cultivadas em placas de 24 poços e tratadas com MOX e MOX+CPT por 48 h.
Posteriormente, as células foram coradas com laranja de acridina (AO) (50 μg/ml) e brometo de
etídio (EB) (50 μg/ml). As imagens foram capturadas com aumento de 20x, utilizando os cubos de
fluorescência EGF e CY3 em um microscópio de fluorescência invertido (Eclipse Ti, Nikon). As
células foram classificadas em três categorias: 1- Viáveis, quando apresentavam núcleo de coloração
verde, não condensado e sem alterações visíveis; 2- Apoptóticas, quando apresentavam núcleo
verde ou vermelho condensado, fragmentado ou com alguma outra alteração visível; 3- Necróticas,
quando apresentavam núcleo vermelho, não condensado e sem alterações visíveis. As imagens
representam as micrografias tiradas em cada cubo de fluorescência para a visualização das
marcações isoladas (AO e EB) e a sobreposição das imagens (Merged) para a visualização de
ambas.
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Figura 19 - MOX induz a apoptose e reduz o quantitativo de células da linhagem HeLa. As
células foram cultivadas em placas de 24 poços e tratadas com MOX e MOX+CPT por 48 h.
Posteriormente, as células foram coradas com laranja de acridina (AO) (50 μg/ml) e brometo de
etídio (EB) (50 μg/ml). As imagens foram capturadas com aumento de 20x, utilizando os cubos de
fluorescência EGF e CY3 em um microscópio de fluorescência invertido (Eclipse Ti, Nikon). As
células foram classificadas em três categorias: 1- Viáveis, quando apresentavam núcleo de coloração
verde, não condensado e sem alterações visíveis; 2- Apoptóticas, quando apresentavam núcleo
verde ou vermelho condensado, fragmentado ou com alguma outra alteração visível; 3- Necróticas,
quando apresentavam núcleo vermelho, não condensado e sem alterações visíveis. As imagens
representam as micrografias tiradas em cada cubo de fluorescência para a visualização das
marcações isoladas (AO e EB) e a sobreposição das imagens (Merged) para a visualização de
ambas.

A avaliação quantitativa demonstrou redução da quantidade de células

observadas em cada tratamento, sendo o menor número encontrado no tratamento

MOX+CPT em ambas as linhagens de colo uterino e na MCF-7 (linhagem de câncer

de mama) (média de 16,57 células/campo em MCF-7; 32,6 em HeLa e 38 em SiHa)



70

(Figuras 15, 16, 17, 18 e 19). As poucas células contabilizadas foram categorizadas

como apoptóticas, indicando alto efeito citotóxico do tratamento.

A linhagem MDA-MB-231 apresentou o menor número de células/campo no

tratamento com a CPT isolada (cerca de 73,9 células/campo), porém, apesar de

apresentar menos células, a média de células apoptóticas foi semelhante entre os

tratamentos MOX, CPT e MOX+CPT (MOX- 19,9, CPT- 19,1; MOX+CPT- 19,2).

O número de células contadas nos campos mais representativos variou entre

as linhagens, sendo observado um número maior de células/campo na linhagem

MCF-7 (média de 152,1 células em CN) seguida da linhagem MDA-MB-231 (149,5

células em CN). Nas linhagens cervicais a média máxima de células/campo foi igual

a 105,8 na HeLa e 104 na SiHa.

5.5 MOX possui efeito linhagem dependente no ciclo celular

Para determinar o possível mecanismo de indução da apoptose da MOX foi

realizado o ensaio de avaliação do ciclo celular. Os resultados podem ser

observados na Figura 20.



71

Figura 20- A MOX exerce diversos efeitos sobre o ciclo celular de células tumorais. Após
tratamento com MOX e MOX+CPT por 48h, as células foram marcadas com uma solução contendo
Triton a 0,1%, RNAse a 20 mg/ml e IP a 50 μg/ml. As amostras foram adquiridas em um citômetro de
fluxo Guava easyCyte™ HT System, para identificação das fases G1, S e G2/M. Para a análise da
diferença foi utilizado o Two-way ANOVA seguido do pós-teste de Tukey- Kramer sendo considerado
um valor significativo de * p≤0,05. ** p≤0,01 e **** p≤0,001.

A MOX isolada não apresentou alterações significativas no ciclo celular das

linhagens MDA-MB-231, SiHa e HeLa com distribuição de células nas fases G1, S e

G2/M semelhantes às observadas nos controles de ambas as linhagens. A

cisplatina, por sua vez, aumentou o número de células na fase S (65,4% ± 7,1% das

células totais), ao passo que diminuiu o número de células na fase G1 (17,4% ±

5,13%) em SiHa. Em MDA-MB-231, a CPT aumentou o número de células na fase

G2/M (16,9% ± 6,6% do total de células). Apesar de não demonstrar significância, a

CPT aumentou a porcentagem de células de HeLa na Fase S (11,4% ± 3,4% em

CN, 24,3% ± 4,4% em CPT).

Em HeLa o uso combinado de MOX+CPT apresentou 28% ± 13% de células

aprisionadas na fase S, contrastando com o observado no controle negativo (11,4%

± 3,4%). Em SiHa cerca de 28,9% ± 9,9% das células estavam na fase S, enquanto
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13,4% ± 4% estavam nessa mesma fase no CN. Já em MDA-MB-231 não houveram

diferenças significativas entre a porcentagem de células observadas na segunda

fase no ciclo celular no CN (15,7% ± 6,1%) e no tratamento conjunto (15,2% ±

6,6%).

Em MCF-7 foi possível observar o aprisionamento das células na fase S nos

tratamentos isolados (MOX: 37,2% ± 11%; CPT: 46% ± 13,5%), assim como no

combinado (MOX+CPT: 49,2% ± 5,5%). A MOX e a CPT apresentaram efeito aditivo

com o aumento da quantidade de células na fase S e consequente diminuição de

células na fase G1, demonstrando sinergismo e aumentando o efeito de ambos os

tratamentos.
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6. DISCUSSÃO

É a primeira vez que um estudo avalia o potencial da MOX em linhagens de

câncer de mama e câncer de colo uterino, bem como o seu potencial coadjuvante. A

MOX é um exemplo bem sucedido de reposicionamento, sendo utilizada

inicialmente apenas para o tratamento de doenças parasitárias veterinárias e

posteriormente, em 2018, reposicionada para o tratamento de oncocercose em

humanos (Begley et al., 2021). Alguns outros estudos avaliaram o potencial da MOX

no tratamento da tuberculose (Ramon-Garcia et al., 2014), do alcoolismo (Huynh et

al., 2017), da infecção pelo COVID-19 (Marak et al., 2020), de infecções por

espécies de micobactérias não tuberculosas (Muñoz-Muñoz et al., 2021), entre

outros. Porém, poucos são os trabalhos que investigam o reposicionamento da

MOX para a terapia antitumoral.

Em nosso estudo a MOX foi avaliada quanto a seu potencial antineoplásico

em dois dos tipos de cânceres com maior incidência na população feminina. Foram

utilizadas linhagens mais e menos agressivas com o intuito de verificar se a droga

era capaz de apresentar efeito mesmo em fenótipos de pior prognóstico. Também

foram utilizadas linhagens infectadas pelo vírus do HPV, que confere ao tumor maior

resistência aos mecanismos de morte e perda dos mecanismos de reparo do DNA

(Oyouni, 2023), para verificar se a infecção viral seria capaz de afetar a efetividade

da MOX.

No presente trabalho a MOX apresentou redução seletiva da viabilidade

das culturas de câncer de colo uterino e de mama, com exceção da HeLa. Além

disso, foi capaz de reduzir significativamente a capacidade clonogênica das células

após o tratamento, bem como induziu a apoptose em todas as linhagens. Em outros

estudos a MOX também apresentou efeito seletivo, porém em linhagens tumorais de

glioma (C6, U251), induzindo às células a um expressivo decaimento da viabilidade

em relação à uma linhagem de astrócito normal (SVG) (SONG et al., 2018). Mao et

al. (2022) também demonstraram o efeito citotóxico seletivo da MOX em linhagens

de câncer colorretal (HCT15 e SW620) após 36h de tratamento na concentração de

12 μM. Tais achados corroboram com os resultados observados no presente estudo

e indicam o potencial seletivo da MOX em diferentes tipos de neoplasias in vitro.

Outras LMs testadas in vitro em linhagens tumorais, apresentaram

resultados semelhantes ao da MOX, porém com variações da IC50, em linhagem
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MCF-7 resistente à adriamicina (Gao et al.; 2011), MCF-7 e MDA-MB-231 (Güler;

Akyildiz, 2023) e HeLa (Zhang et al., 2018). Os achados confirmam a citotoxicidade

deste grupo de drogas em linhagens tumorais de câncer de colo uterino e de mama.

Ademais, corroboram com os resultados exibidos pela MOX em nossos

experimentos, que demonstram citotoxicidade em concentrações baixas, até mesmo

inferiores às utilizadas nos estudos citados anteriormente, resultando em valores de

IC50 menores. Não foram encontrados estudos que avaliassem o potencial das LMs

na linhagem SiHa, o que demonstra o pioneirismo do presente trabalho.

A linhagem de câncer de colo uterino HeLa, em especial, demonstrou menor

sensibilidade à MOX no experimento de citotoxicidade, em ambos os tempos de

tratamento. Com base nas características dessa linhagem, a HeLa pode ter

apresentado maior resistência ao tratamento com a MOX devido às suas

características biológicas intrínsecas, assim como também apresenta resistência ao

tratamento com a cisplatina (Minagawa et al., 1999). Entretanto, apesar da IC50 ter

sido a maior dentre as linhagens tratadas, houve redução da viabilidade e do

número de colônias formadas, bem como a indução de alterações morfológicas e da

apoptose, o que demonstra atividade interessante da MOX contra uma linhagem

altamente agressiva de câncer de colo uterino.

Em contrapartida, as células de MDA-MB-231 demonstraram alta

sensibilidade ao tratamento, apresentando a menor IC50 dentre as linhagens

utilizadas. Por ser uma linhagem mais agressiva, proliferativa, invasiva e menos

diferenciada, os bons resultados obtidos com a MOX podem delinear novas

perspectivas de testes in vivo e futuramente representar uma alternativa

interessante na terapêutica do câncer de mama triplo negativo, que é o subtipo mais

agressivo da doença.

Além da citotoxicidade seletiva da MOX nas linhagens de câncer de colo

uterino e de mama testadas, o fármaco também inibiu significativamente a formação

de colônias. Isso sugere uma redução na capacidade de proliferação das células

tumorais após o tratamento. No contexto da terapia dos tumores a capacidade de

reduzir o potencial de expansão clonal de células neoplásicas impacta diretamente o

processo da tumorigênese. Isso ocorre devido à capacidade das células com alto

potencial proliferativo de se deslocarem do tumor primário e migrarem para novos

tecidos, onde podem formar um novo tumor (Rajendran; Jain, 2017; Doglioni et al.,

2019). Além da possibilidade de colonizar novos sítios, as células tumorais
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resistentes à determinado tratamento podem proliferar novamente e reocupar o sítio

tumoral, causando recidiva, com um tumor de perfil mais agressivo (Flemming,

2015). Em comparação a outras LMs como a IVM, a MOX também foi capaz de

inibir a viabilidade e a capacidade clonogênica de linhagens celulares de câncer de

mama (Juarez et al., 2020).

A MOX também induziu alterações morfológicas e a morte celular através

da apoptose em todas as linhagens celulares testadas, causando repercussões

visuais compatíveis com a fase tardia desse processo (Elmore et al., 2007; Obeng,

2021). Essas alterações dão indícios sobre o tipo de morte desencadeado pela

MOX e também justificam os dados de viabilidade e formação de colônias.

Dentre as alterações morfológicas provocadas pela apoptose destacam-se o

encolhimento celular, formação de núcleos picnóticos, condensação da cromatina,

formação de bolhas ou ‘blebs’ na membrana plasmática, cariorrexe e separação de

fragmentos celulares em corpos apoptóticos (Elmore et al., 2007; Obeng, 2021). As

micrografias das células apontaram que a MOX, tanto isolada quanto em

associação com a cisplatina, pôde induzir algumas das alterações morfológicas

condizentes com as descritas anteriormente.

Os resultados observados na marcação com laranja de acridina e brometo

de etídio evidenciam a indução da morte celular programada. Notavelmente, na

linhagem MCF-7, foi observado um efeito sinérgico entre a MOX e a CPT na

indução das células tumorais à apoptose. Tal resultado pode corroborar para a

sugestão da MOX não só como uma droga de substituição aos quimioterápicos

convencionais mas como uma nova opção farmacológica em coquetéis

quimioterápicos.

No contexto da racionalização do uso de quimioterapias, é possível pensar

na diminuição da concentração utilizada do quimioterápico a partir da adição da

MOX, que é um medicamento seguro e seletivo e que pode apresentar uma via

alternativa de indução da morte celular (Song et al., 2018; Milton et al., 2020). Como

consequência, esperaria-se o aumento da eficácia do tratamento.

Sugere-se ainda que a MOX pode induzir a apoptose por uma via diferente

da estimulada pela cisplatina, que é realizada a partir do dano ao DNA e

consequente indução da apoptose pela via mitocondrial (Dasari; Tchounwou, 2014;

Suberu et al., 2014; Carneiro; El-Deiry, 2020). A MOX, por sua vez, de acordo com

Song et al. (2018), foi capaz de induzir a apoptose em células de glioma a partir da
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diminuição da expressão da proteína anti-apoptótica Bcl-2 e aumento concomitante

da expressão da proteína pró-apoptótica Bax in vitro, o que indica o que pode ter

ocorrido nas linhagens testadas.

No entanto, embora a MOX induza apoptose nas linhagens celulares

testadas, parece fazê-lo por meio de um mecanismo independente do ciclo celular.

Com exceção da MCF-7, a MOX não provocou alterações significativas no número

de células distribuídas nas diferentes fases do ciclo. Esses resultados sugerem que

o efeito da MOX não está diretamente relacionado ao ciclo celular, indicando a

possibilidade de que esteja afetando outras vias celulares, como a expressão de

proteínas apoptóticas, conforme observado por Song et al. (2018) e já discutido

anteriormente.

Observando os resultados obtidos e dando enfoque para a MCF-7, a MOX é

capaz de induzir o aprisionamento das células na fase S, impedindo que a célula

progrida para a próxima fase, o que pode induzir essa linhagem à apoptose.

Trabalhos anteriores indicam o estudo de novas abordagens terapêuticas para o

tratamento dessa linhagem a partir de alvos no metabolismo da ceramida junto de

inibidores seletivos de Bcl-2 ou PI3K/Akt/fator nuclear kappa B (Simstein et al.,

2003). A MOX já demonstrou potencial de diminuição da expressão de Bcl-2 (SONG

et al., 2018), bem como inibição da via PI3K-Akt-mTOR (Liu et al., 2020; Mao et al.,

2022), o que pode ter favorecido a indução da apoptose bem como o

aprisionamento no ciclo celular.

A indução da apoptose e o aprisionamento das células na fase S do ciclo

são resultados que corroboram com os efeitos observados anteriormente em

trabalho realizado pelo nosso grupo de pesquisa (não publicados). No estudo de

Song et al. (2018) a MOX também foi responsável pelo aprisionamento de células

de glioma durante o ciclo celular, no entanto, as células tumorais sofreram a

interrupção em uma fase diferente, sendo esta a fase G0/G1. A estagnação se deu

através da diminuição da expressão de CDKs como CDK2, CDK4, CDK6 e ciclinas

como ciclina D1 e E.

A MOX tem ganhado visibilidade nos últimos anos em relação aos seus

efeitos antitumorais em glioblastoma (Song et al., 2018; Liu et al., 2020) e câncer

colorretal (Mao et al., 2022). Assim como outros fármacos da família das lactonas

macrocíclicas, a MOX é um fármaco estável, lipossolúvel e de meia vida longa, o

que garante uma concentração de composto ativo no hospedeiro durante um longo
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período (Prichard et al., 2012; Geyer, 2013; Milton et al., 2020). Tal característica

pode ser interessante no contexto da terapia antitumoral, pois com poucas doses o

paciente pode ter uma resposta efetiva.

Ainda neste cenário, a MOX, de forma menos potente que outras LMs, é um

substrato e também apresenta a capacidade de inibir a atividade da P-gp (Lespine

et al., 2007, Nakatani et al., 2023). A glicoproteína P é uma proteína de efluxo,

presente tanto na membrana celular quanto em membranas de organelas

intracelulares (Lespine et al., 2007; Fu, 2013; Shah et al., 2023). Quando super

expressa, essa proteína serve como um mecanismo de resistência medicamentosa

em diversos tipos de tumores, sendo capaz de reduzir a concentração intracelular

da droga antitumoral (Teixeira et al., 2023) . A inibição desta proteína tem sido

recomendada como uma estratégia viável para reverter a resistência às drogas em

diversos tipos de tumores (Shah et al., 2023). Por inibir, mesmo que fracamente, a

ação desse mecanismo, a MOX apresenta potencial coadjuvante interessante na

terapia antineoplásica.

Além de demonstrar eficácia e seletividade em dois dos tipos tumorais mais

comuns na população feminina, especialmente nas linhagens de câncer de mama,

MOX é um medicamento já aprovado para a utilização em humanos pelo FDA

desde 2018 (Milton et al., 2020). No presente trabalho ela apresentou citotoxicidade

em linhagens celulares mais agressivas e resistentes de câncer de mama e de colo

uterino, seletividade, redução da capacidade clonogênica das células tumorais,

indução da apoptose e sinergismo no tratamento com um quimioterápico

amplamente utilizado (na linhagem MCF-7). Por demonstrar resultados

interessantes, o presente estudo da avaliação do potencial antitumoral da MOX,

bem como seu potencial coadjuvante, pode colaborar para um melhor tratamento e

maior taxa de sucesso. Além disso, a utilização da MOX se torna interessante por

aumentar a variedade de drogas, ter preço acessível e demonstrar menor

toxicidade, além de permitir a racionalização o uso de quimioterápicos pois podem

ser utilizadas doses menores desses medicamentos em uma associação.
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS

A Moxidectina foi testada em uma linhagem normal de fibroblasto humano

(GM 07492A), duas linhagens de carcinoma mamário (MCF-7 e MDA-MB-231) e

duas linhagens de câncer de colo uterino (HeLa e SiHa). Os resultados mostraram

que a MOX, de maneira tempo dependente, reduz a viabilidade de todas as

linhagens tumorais testadas. As concentrações inibitórias médias demonstraram

que o tratamento com a MOX foi seletivo, com exceção da linhagem HeLa. Além de

possuir citotoxicidade seletiva, a MOX também foi capaz de inibir a formação de

colônias de forma significativa em todas as linhagens de células neoplásicas.

Ademais, a MOX também foi capaz de induzir diversas alterações

morfológicas características da apoptose nas células tratadas, aumentando

significativamente o número de células em morte nos grupos tratados. Apesar de

não ter demonstrado o mesmo efeito em todas as linhagens, apresentou efeito

aditivo ao da cisplatina na indução da apoptose e aprisionamento na fase S do ciclo

celular em MCF-7. A morte celular induzida, portanto, não parece estar diretamente

relacionada com o ciclo nas outras linhagens (Figura 21).

O presente trabalho é pioneiro no estudo do potencial da MOX contra

células de câncer de mama e de colo uterino, nas quais demonstrou atividade

antitumoral promissora, e também na avaliação de seu sinergismo com a cisplatina,

onde demonstrou efeito aditivo na linhagem MCF-7. Neste sentido, a MOX pode ser

uma alternativa segura e eficaz para um tratamento mais seletivo, rápido e menos

custoso dessas neoplasias.
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Figura 21- Representação esquemática dos principais achados do presente estudo. A MOX
demonstrou citotoxicidade tempo-dependente e seletiva, além de inibir a capacidade de formar
colônias das linhagens utilizadas. Também foi capaz de induzir a apoptose de forma independente ao
ciclo celular. Na linhagem MCF-7 a MOX apresentou efeito sinérgico ao da cisplatina dobrando o
número de células em apoptose e aprisionando as células na fase S do ciclo celular (Autoria própria,
criado no BioRender).
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