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INTRODUCAO

Sendo uma das principais causas de morte no mundo, o cancer é cada vez mais
estudado em busca de tratamentos e terapias. Dos tumores do Sistema Nervoso Central, o
Glioblastoma Multiforme (GBM) é o mais comum e agressivo, seu tratamento geralmente
envolve resseccao cirurgica, radioterapia e quimioterapia. A Temozolamida (TMZ) é o
mais
avancados, onde o GBM ja encontra-se em tecido adjacente, a resseccao cirurgica nao mais
se apresenta como uma forma viavel de tratamento, o que resulta no tratamento apenas
com o quimioterapico. Apesar da eficacia da TMZ, células neoplasicas possuem capacidade
de se adaptarem, desenvolvendo formas de se tornarem resistentes. Assim, a busca por
terapias adicionais visa aumentar a eficacia terapéutica, combinando quimioterapicos para
tal. O Celecoxibe (CLX) é um inibidor seletivo da ciclooxigenase-2 (COX-2). Em tumores de
sistema nervoso central ja foi detectado uma maior expressao de prostaglandinas por conta
da super-expressao da COX-2, o que justificaria o uso de Inibidores de COX-2 como o CLX

principal quimioterapico utilizado para esse tipo de neoplasia. Em estagios

para reducao da proliferacao de linhagens celulares de GBM.

Terapias onde se administram farmacos com principios ativos diferentes podem

apresentar melhores resultados, diminuindo a resisténcia dos tumores.

OBIETIVO

Investigar o efeito dos farmacos Celecoxibe e Temozolamida isolados e

combinados na linhagem celular de glioblastoma multiforme humano U-251MG.

MATERIAIS E METODOS

CULTIVO E MANUTENCAO

A linhagem de glioblastoma multiforme humano U-251MG foi mantida em
meio de cultura Dulbecco contento 2% (p/v) L-glutamina e 15% (v/v) de soro fetal
bovino, a temperatura de 372C, umidade relativa minima de 95%. Para os
experimentos, células em crescimento exponencial foram desprendidas dos frascos de
cultura usando Tripsina-EDTA.

TRATAMENTO COM CELECOXIBE (CLX) E TEMOZOLAMIDA (TMZ)

Inicialmente, a linhagem celular U-251MG foi tratada com doses seriadas de
CLX (2,5 uM, 5 uM, 10 puM, 20 uM, 40 uM, 80 uM, 160 uM) ou TMZ (10 uM, 50 uM,
100 puM, 200 puM, 300 puM, 400 uM, 500 uM) por 72 h. Essas concentracoes foram
obtidas a partir de um estudo piloto. A seguir os dois farmacos foram testados em
combinacao. No co-tratamento as células foram tratadas com CLX e TMZ
simultaneamente, nas concentracoes ja citadas, por 72 h. No pré-tratamento foram
inicialmente expostas as mesmas doses de CLX por 24 h. Apos este periodo, o CLX foi
retirado e adicionado TMZ por 48 h.

AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE

Vinte e quatro horas antes dos tratamentos com os farmacos, as células foram
incubadas em microplacas de 96 pocos, em uma densidade de 4 x 104
células/100uL/poco. Cada experimento incluiu um controle contendo células somente
com meio de cultura e um controle sem células.
A citotoxicidade foi avaliada utilizando o ensaio colorimétrico de Sulforodamida B
(SRB).
ANALISE DO EFEITO DA COMBINACAO CLX E TMZ

Os efeitos das interacoes entre CLX e TMZ foram avaliados pela analise de
isobolograma, utilizando o software CompuSyn® (ComboSyn, Inc., Paramus, NJ; versao
1.0). Este programa permite avaliar os indices de combinacdes, indicando se houve
Sinergismo, Adicao ou antagonismo.
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EXPOULBRA

RESULTADOS

AVALIACAO DE CITOTOXICIDADE COM TMZ E CLX ISOLADOS
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A avaliacado da citotoxicidade foi
realizada pelo ensaio colorimétrico de
SRB e determinada a dose de inibicao de
50% do crescimento celular (IC50) em
cultura, utilizando a curva de dose-
resposta gerada a partir exposicao dos
guimioterapicos por 72 h. Observa-se
gue o CLX apresenta uma dose de IC50
consideravelmente menor (25 upM)
guando comparado com a TMZ (IC50 de
373,7 uM), demonstrando que a
linhagem celular U251MG é mais

sensivel ao CLX do que a TMZ.
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Inibicdo do crescimento celular na linhagem celular de
glioblastoma humano U251MG pelo CLX (1) ou TMZ (@) por
72 h. Os resultados sédo média = DP (barras verticais; n = 6).

AVALIACAO DE CITOTOXICIDADE COM OS TRATAMENTOS COMBINADOS

100 9 A seguir analisamos o crescimento celular

apos o tratamento com TMZ e as duas
drogas juntas seguindo os protocolos de
pré-tratamento e co-tratamento. Quando
utilizado somente TMZ a dose necessaria
para inibir 50% do crescimento celular foi
de 373,7 uM, enquanto que no preé-
tratamento foi de 321,6 pM e no co-
tratamento 201,7 uM. Comparando os
resultados de IC50 da TMZ sozinha e do
pré-tratamento, podemos dizer que nao
houve uma diferenca significativa entre os
valores de IC50. O efeito mais significativo
ocorreu quando comparamos os resultados
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Inibicdo do crescimento celular na linhagem celular com o co-tratamento.
de glioblastoma humano U251MG pela TMZ isolado

por 72 h (A); co-tratamento com CLX e TMZ por 72 h

(LJ) ou Pré-tratamento com CLX por 24 h seguido da

TMZ por 48h (O). Os resultados sdo média + DP

(barras verticais; n = 6).

ANALISE DE INTERACAO ENTRE CLX E TMZ 4

A avaliacao da interacao entre o CLX e a
TMZ (Figura 8), apds determinar que o IC50
do co-tratamento se mostrou mais eficiente
gue a acao isolada da TMZ, indica a acao
sinérgica e de adicao quando observamos o
co-tratamento (ClI médio 0,8 + 0,3). No
entanto, o pré-tratamento com CLX nao ! °
produziu resultados que potencializassem o

w
I

— O
—0O—i

Indice de Combinacgao (IC)
N
I
O

—
E]
4
i
—O—

efeito da TMZ, atuando de forma 0.25 05 075 0.90 0
antagonica na maioria das situagdes vistas gl et (7

5

(Cl médio 1,9 + 0,8).

CONCLUSAO

Nosso trabalho permitiu concluir:

Analise do efeito de multiplas drogas da combinacéao
CLX/TMX na linhagem celular U251MG apdés tratamento
com CLX simultaneo com TMZ por 72h (@); CLX por 24 h
seguido da TMZ por 48h (O). IC< 1, =1, ou > 1 indicam
sinergismo, adicdo, ou antagonismo, respectivamente.
Os resultados s&o media £ DP (barras verticais; n > 6).

 Uma maior sensibilidade da linhagem U251MG ao Celecoxibe, necessitando de uma dose
muito menor do que a TMZ para atingir o mesmo potencial citotoxico.

A combinacao dos dois agentes, demonstrou uma potencializacao na citotoxicidade com o
co-tratamento em relacao a TMZ isolada e ao pré-tratamento.

A avaliacao por isobolograma expressou o efeito de adicao e sinergismo, quando no
protocolo de co-tratamento. Em contrapartida, o protocolo de pré-tratamento mostrou
uma interacao antagodnica entre os farmacos, reduzindo o efeito de um dos agentes
isolados. O CLX utilizado anteriormente (pré-tratamento) diminui o efeito da TMZ, exceto
em doses mais altas que apresentou efeito aditivo.
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