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Resumo

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver um método capaz de verificar a eficacia, a nivel
bioldgico, das drogas antineopldsicas, que ndo necessitem de metabolismo prévio para sua acao
e que atualmente estao sendo usadas no Instituto Nacional de Céncer (INCa). O principio do en-
saio foi baseado na medida de inibicdo da proliferacdo celular da linhagem K562 e de células ati-
vadas por fitohemaglutinina (PHA), usando-se como marcador a incorporacdo no DNA de timidi-

na tritiada.

Conclui-se que esse ensaio ndo é adequado para testar a atividade antitumoral do Methotrexa-
te, mas pode ser extremamente sensivel para os estudos com derivados da Vinca.

Unitermos: vincristina, methotrexate, quimioterdpicos antineopldsicos, drogas, alcaléides da vinca, andlogos do écido fo-

lico

Introducéo

Com o advento da aplicacdo de técnicas de cultura
de tecidos, em meados de 1950, muitos investigado-
res tém tentado desenvolver testes "'in vitro”, a fim de
predizer a resposta tumoral a quimioterapia, visto que
pacientes com 0 mesmo tipo histoldgico de cancer ndo
respondem uniformemente aos agentes
antineoplasicos'. 2. 3,

Embora a metodologia mais comum seja a da efica-
ciadadrogaem relacdo a tumoranimal “in vivo”, o teste
“invitro' é simples, flexivel e pode utilizar as proprias
células do paciente, o que permite verificar com certo
grau de precisao, a resisténcia gou a sensibilidade des-
sas células aos quimioterapicos utilizados no mesmo
individuo4. 5 6,

Numerosos critérios tém sido utilizados para eviden-
ciar a agédo dos agentes antitumorais’.8.9,10,11,12,13,14,
15,16,17, sendo encontrado um grau de correlacdo en-
tre atividade "in vivo'’ e "in vitro''2. 18,19, Vantagens e
desvantagens tém sido associadas a cada um dos ti-
pos de ensaios, existindo muita controvérsia na esco-
Ilha da metodologia mais apropriada2. 20, 21,

Procurou-se no presente trabalho desenvolver um
método capaz de verificar a eficacia, a nivel bioldgico,
das drogas antineopldsicas que ndo necessitam ser me-
tabolizadas para serem ativas. O nosso grupo optou pe-

lo teste "in vitro”” de incorporacao de timidina tritiada
no DNA, que esta diretamente ligado a multiplicacdo
celular, usando-se a linhagem celular K562 (derivada
de paciente com leucemia mieldide cronica) e células
mononucleares normais ativadas por fitohemaglutini-
na (PHA).

Materiais e métodos

— Linhagem celular

A linhagem celular Kb62 foi mantida em cultura,
usando-se meio RRMI 1640, suplementado com 10%
de soro fetal bovino inativado, penicilina G potassica
(60mg/l), estreptomicina (100mg/l), acido pirdvico
(100mg/l), L-asparagina (300mg/l) e beta-mercaptoeta-
nol (10-2 M/l). As células foram repicadas e usadas so-
mente em fase exponencial numa concentragdo de
1x105 cel/ml. Todos os reagentes acima descritos fo-
ram obtidos de Sigma Chemical Company, com exce-
cdo do soro fetal bovino (Cultilab).

— Cultura de linfécitos

Células mononucleares humanas de sangue perifé-
rico, obtidas de doadores s&os, do Banco de Sangue
do Instituto Nacional de Cancer (INCa), foram separa-
das por gradientes de Ficoll Hypaque e cultivadas no
mesmo meio acima descrito, no qual foi adicionado fi-
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tohemaglutinina (PHA-Sigma) na concentracéo final de
10ug/ml.

As células foram cultivadas numa concentracdo de
1x106 cel/ml durante 72 horas a 37°C, numa atmosfe-
rade 5% de CO,. A viabilidade foi constatada através
de microscopia com contraste de fase.

Drogas

As drogas foram fornecidas pelo setor de Farmécia
do INCa e preparadas imediatamente antes do ensaio
nos diluentes correspondentes, sendo que as diluicdes
finais foram feitas em RPMI. Numa primeira fase foram
testadas as seguintes: Vincristina (CEME), Oncovin (Eli
Lilly Toronto, Canadé) e Methotrexate (Cyanamid), usa-
das no tratamento de doencas malignas de acordo com
os protocolos dos Servicos de Hematologia'e Centro
de Transplantes de Medula Ossea (CEMO) do INCa. As
concentracdes finais das drogas foram escolhidas de
acordo com as correspondentes usadas ““in vivo' (Ta-
bela 1).

Ensaio

Apds lavar trés vezes, as células K562 elou linfécitos
ativados, numa concentracdo de 1x105 cel/ml, foram in-
cubadas durante vinte e quatro horas com as drogas,
usando-se triplicatas. Apds o tempo de incubacao fo-
ram lavadas e centrifugadas trés vezes, durante 10 min
a 1560g e expostas a 2,5uCi/ml de timidina tritiada (New
England Nuclear, Mass. Boston), por mais vinte e qua-
tro horas.

Controles foram realizados, também em triplicata,
usando-se células ndo tratadas com os quimioterapi-
Cos.

Apds o tempo de incubacdo o material foi recolhi-
do em papel de filtro. Os papéis foram lavados trés ve-
zes, secados e a quantidade de radioatividade incorpo-
rada no DNA foi determinada num cintilador liquido
(Beckman LS-100c).

A fim de acompanhar o ensaio foram feitas obser-
vacdes através de microscopia de contraste de fase, que
propicia um resultado imediato das caracteristicas mor-
folégicas das células, sem necessidade de coloracdo

Tabela 1 — Concentragdes das drogas

Drogas Concentracoes (pg/ml)

30 256 15 10 b5 1 0,5
30 25 15 10 5 05 0,05 0,005

Vincristina 50
Oncovin 50

Methotrexate 50 500 1000 2000 2500
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prévia, e com uso de citrocentrifugacéo e coloraco,
possibilitando maiores detalhes morfoldgicos das cé-
lulas.

Resultados

Comparando-se dois sulfatos de Vincristina (Onco-
vin, Lilly e Vincristina, CEME) verificou-se que a anali-
se da curva-resposta de células Kb62, em relacdo ao
Oncovin, mostrou um aspecto trifasico (Figura 1), ha-
vendo queda acelerada na dose 0,5ug/ml (30% de ini-
bicdo), um “plateau’’ entre 0,5ug/ml e 15ug/ml e nova
queda acelerada entre 15 e 25ug/ml (83 % de inibicdo).
Uma curva semelhante foi observada com Vincristina
em células Kb62, com inibicdo de 33% na dose
0,5ug/ml e 87 % na dose de 25ug/ml, num total de 5 en-
saios em triplicatas (Figura 2).

A andlise da curva-resposta utilizando-se linfocitos
periféricos ativados com PHA mostrou uma sensibili-
dade muito mais acentuada, com uma inibicdo de 93%,
a partir da dose 0,5ug/ml (Figura 3). Quando diluicGes
maiores foram testadas, a dose de 0,005ug/ml causou
uma inibicdo de 83% (Figura 4).

Esta grande sensibilidade ao Oncovin dos linfécitos
ativados com PHA ndo se compara com os resultados
obtidos com alinhagem celular K562. No entanto é in-
teressante observar que no ensaio com linhagem K562,
ainibicdode 30%, na concentracao 0,5ug/ml é manti-
da, mesmo utilizando-se uma quantidade de quimio-
terapico 10 vezes maior (bug/ml-pico plasmatico).

Com relacdo ao Methotrexate, 0 uso de incorpora-
cdo de timidina como medida da acdo do quimiotera-
pico, ndo obteve resultados de sensibilidade compa-
raveis aos obtidos com Oncovin/Vincristina.

A andlise da curva-resposta de células Kb62 eviden-
ciou uma reducao de 22 % na dose 500ug/ml (pico plas-
matico) (Figura b). Com a utilizac&o de linfécitos ativa-
dos com PHA, a reducéo foi de 42% (Figura 6).

Em relacéo ao aspecto morfoldgico das células da
linhagem K562 observado com uso de microscopia 6p-
tica, 0s seguintes tipos de alteracées puderam ser vi-
sualizados: formacdo de agregados celulares com
membranas bem delineadas nos frascos controles (Fi-
gura7); formas alongadas apds tratamento com Onco-
vin (bug/ml) (Figura 8); e células arrebentadas com
membranas mal delineadas na concentracdo de
50ug/ml (Figura 9).

Discussao

No presente trabalho a inibicdo de incorporacéo de
timidina tritiada no DNA de células em divis3o foi utili-
zada como critério paramedir a eficacia da acdo de qui-
mioterapicos. A escolha desse método baseou-se no
principio de que a quimioterapia antitumoral é orien-
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Figura 1 — Curva dose-resposta de células da linhagem K562 (1x105 cel/ml) expostas por 24 horas ao Oncovin e pulsadas nas 24
horas seguintes com timidina tritiada. Cada ponto representa a média * média do desvio-padrdo de no minimo 12 avaliagdes.
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Figura 2- — Curva dose-resposta de células de linhagem K562 (1x108 cel/ml) expostas por 24 horas & Vincristina e pulsadas nas 24
horas seguintes com timidina tritiada. Cada ponto representa a média = média do desvio-padrdo de no minimo 12 avaliagdes.



244

Rev. Bras. Cancerol. 33(3): setembro 1987

R ¥ cpmx 103
1 J

20
18
16

14 H
12 3
10
8
6
4

24

N

0 I ¥ i

ONCOVIN + cel + PHA

0 0,5 1

5 10 15 100

ug/ml

2530 50

Figura 3 — Curva dose-resposta de células mononucleares humanas (1x105 cel/ml) ativadas com PHA expostas por 24 horas ao
Oncovin e pulsadas nas 24 horas seguintes com timidina tritiada. Cada ponto representa a média = média do desvio-padrio de no

minimo 12 avaliacdes.
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Figura4 — Curva dose-resposta de células mononucleares humanas (1x105 cel/mi) ativadas com PHA expostas por 24 horas ao
Oncovin (diluigdes maiores da Figura 3), e pulsadas nas 24 horas seguintes com timidina tritiada. Cada ponto representa a média *

meédia do desvio-padrdo de no minimo 12 avaliacGes.
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Figura5 — Curva dose-resposta de células de linhagem K562 (1x105 cel/ml) expostas por 24 horas ao Methotrexate e pulsadas nas 24
horas seguintes com timidina tritiada. Cada ponto representa a média = média do desvio-padrao de no minimo 12 avalia¢des.
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Figura 6 — Curva dose-resposta de células mononucleares humanas (1x108 cel/ml) ativadas com PHA expostas por 24 horas ao

Methotrexate e pulsadas nas 24 horas seguintes com timidina tritiada. Cada ponto representa a média *# média do desvio-padrao de
no minimo 12 avaliacdes.
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Figura 8

tada para destruir ou inibir células que est&o proliferan-
do de forma desordenada’. 2.6, 22, 23,24, 25 ¢ que 0 ou-
tro método que leva esse fator em consideracao (estu-
do da inibicdo de formac&o de col6nias em agar
semi-sélido), tem apresentado certas dificuldades®. 16,
19. 0 questionamento do ensaio clonogénico, que se
baseia na inabilidade de células normais para cresce-
rem em agar, é devido ao insucesso na repeticio de
achados originais, a existéncia de tumores.que ndo pro-
duzem colbnias em agar, a dificuldade de produzir de-
sagregacao celular de certos tumores sélidos por téc-
nicas mecanicas ou enziméaticas e ao consumo de muito
tempo no desenvolvimento da técnica (7 a 10 dias de
incubacdo)26. 27,

Além desses testes outras metodologias menos
usuais também foram descritas na literatura28. 29, 30,
31, 32,

Comparou-se a utilizacdo de células mononucleares
normais ativadas por PHA e a linhagem celular K562.
Essa selecao baseou-se no fato de que as células mo-
nonucleares, de certa forma, se assemelhariam ao ti-
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Figura 9

po celular que seria utilizado nos testes de resisténcia
Ou Ndo aos quimioterapicos, em pacientes com leuce-
mias, linfomas etc. A linhagem K562, por outro lado,
por ser uma linhagem transformada, se assemelharia
asituacdo clinicaem que as céiulas-alvo a acdo do qui-
mioterapico sdo células tumorais. Ambos os tipos ce-
lulares permitiram estabelecer testes de rotina para es-
tudar a atividade de quimioterépicos derivados da Vin-
ca, sendo que a linhagem celular K562 apresentou sen-
sibilidade extremamente reprodutivel nos varios expe-
rimentos, ao passo que a resposta das células de diver-
sosindividuos a PHA, em dias diferentes, apresentou,
como era de se esperar, maiores variacoes. No entan-
to, apesar de envolver maior trabalho e comportamento
menos semelhante diaapds dia, as células ativadas com
PHA mostraram que o teste pode ser feito a qualquer
momento e com qualquer doador, além de ser extre-
mamente sensivel a agdo quimioterdpica. A linhagem
Kb62, surpreendentemente, apresentou uma sensibi-
lidade mediana, ainda que reprodutivel, o que talvez
seja resultado de resisténcia adquirida devido a modi-
ficacBes ocorridas durante as passagens seriadas ne-
cessérias & manutencado da linhagem.

Apesar dessa menor sensibilidade, quando compa-
rada a células ativadas por PHA, um tipo de curva si-
milar ao obtido no presente trabalho ("’plateau’” entre
0,5ug/mle 15ug/ml, queda acelerada apds 15ug/ml) foi
obtido em um trabalho recente em que a citotoxicida-
de por Vinca foi medida em células K562 utilizando-se
um corante vital33. Esses resultados demonstram que
0s niveis plasmaticos encontrados durante terapia com
derivados da Vincal3. 34 mostraram-se satisfatdrios
guando utilizados no ensaio “in vitro”. O mesmo ndo
pode ser dito em relacdo ao Methotrexate, que sé apre-
sentou atividade “'in vitro” com doses bem mais ele-
vadas que as usadas na terapéutica, podendo isso ser
resultado da reversédo parcial do efeito do Methotrexa-
te pelo uso de timidina35. 36,
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Concluiu-se, com os resultados obtidos no presen-
te trabalho, que o método mais sensivel para testar de-
rivados da Vinca utilizando-se incorporacdo de 3H-T se-
ria 0 que usa células ativadas por PHA, como células-al-
vo da acdo do quimioterapico. E possivel que o mes-
mo tipo de ensaio possa ser estendido a outros quimio-
terapicos, ao passo gue outras metodologias deverao
serelaboradas para estudar o teste ideal para o Metho-
trexate.

Summary

The aim of the present work was to develop an "in
vitro’’ system capable of evaluating, at biological level,
the efficacy of antineoplasic drugs that independ of
previous metabolization for their action and are em-
ployed as part of treatment at the Instituto Nacional de
Céncer.

The assay was based on inhibition of cellular prolifer-
ation (cultured cell line K662 and PHA-stimulated lym-
phocytes), measured using [3H] thymidine uptake into
cellular DNA.

This kind of assay proved not to be adequate to test
the action of Methotrexate but could be extremely sen-
sitive when used with Vinca derivatives such as Vin-
cristine.

Uniterms: vincristine; methotrexate, cancer chemotherapy, drugs; catharan-
tus roseus alkaloides; folic acid analogues
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