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RESUMO

O cancer de mama ¢ o tipo de neoplasia mais freqiiente entre as mulheres no Brasil,
segundo dados do ministério da satde. O tamoxifeno ¢ uma das drogas mais utilizadas
como coadjuvante na quimioterapia de mulheres que apresentam cancer de mama receptor
de estrogeno positivo. Além disso, o tamoxifeno ¢ aprovado e recomendado pela Food and
Drug Administration (FDA), como quimiopreventivo em pacientes pré e pds-menopausa
que apresentam risco aumentado de desenvolver cancer de mama, reduzindo em até 49%
sua incidéncia em pacientes que o utilizaram por um periodo de seis anos. Apesar disso, 0s
efeitos do tamoxifeno nas células e o seu mecanismo de agdo ainda ndo estdo totalmente
elucidados.

Assim o objetivo do trabalho foi avaliar a atividade antiproliferativa do tamoxifeno
em linhagens celulares ndo tumorais (V79, 3T3, MDCK, VERO) e tumorais (MCF-7, NCI-
ADR, HT-29, PC-03, OVCAR-3, 786-0, K-562, UACC-62, NCI-460). Nota-se que as
linhagens celulares normais foram mais susceptiveis ao efeito citotoxico do tamoxifeno do
que as linhagens tumorais. A partir disso, foram analisados os indices de apoptose e de
necrose € as caracteristicas morfoldgicas em microscopia optica e eletronica de varredura
das células V79, que apresentaram maior sensibilidade a exposi¢ao ao tamoxifeno.

O efeito citotoxico do tamoxifeno promoveu a apoptose e a necrose, quantificadas
por citometria de fluxo, de forma dose dependente nas células V79, atingindo os maiores
indices na concentragdo de 50 uM. Além disso, as células tratadas apresentaram
fragmentagdo nuclear, formagao de micronucleos além de nucleos gigantes, aparecimento
de “blebbing” e “pits” na sua superficie, caracteristicas estas associadas ao perfil
apoptotico. O tamoxifeno foi ainda responséavel por causar transformagdo nas células V79
de modo semelhante a0 DMBA, um agente comprovadamente carcinogénico, levando ao
crescimento em multiplas camadas com perda de inibigao por contato.

Assim, conclui-se que a capacidade do tamoxifeno em promover a transformagao
das células V79, provavelmente se deve a abundante expressao de receptores de estrogeno
presente nestas células, podendo este fato associar-se a formagao de neoplasias em tecidos
com grande expressao desse receptor, como o endométrio uterino, sendo esse o principal

efeito adverso da terapia com o tamoxifeno.



ABSTRACT

Breast cancer is the most frequent neoplasia among Brazilian women, according to
the Health Ministry data. Tamoxifen is one of the most used coadjutant drugs in the
chemotherapy of women who present breast cancer with receptor estrogen positive.
Moreover, tamoxifen is approved and recommended by the Food and Drug Administration
(FDA) as a chemopreventive in pre and post menopause patients that show an increased
risk to develop breast cancer, reducing up to 49% its incidence in patients that used it for a
period of six years. However, tamoxifen effect on cells and its mechanism of action are not
fully understood.

Thus, the aim of this work was to evaluate the tamoxifen antiproliferative activity in
no tumoral (V79, 3T3, MDCK, VERO) and tumoral (MCF-7, NCI-ADR, HT-29, PC-03,
OVCAR-3, 786-0, K-562, UACC-62, NCI-460) cell lines. It should be noticed that normal
cell lines were more susceptible to the cytotoxic effect of tamoxifen than tumoral ones.
Considering this, apoptosis and necrosis indexes were established for V79 cells and their
morphological characteristics in optical and electron microscopy were also analyzed, since
they were more susceptible to tamoxifen exposition.

The cytotoxic effect of tamoxifen promoted apoptosis and necrosis, which were
quantified by flow cytometry, in a dose-dependent manner on V79 cells, reaching their
highest indexes at a 50 uM concentration. Furthermore, treated cells presented nuclear
fragmentation, micronucleus formation besides giant nucleus, appearance of blebbing and
pits on their surface, which is a characteristic associated to the apoptotic pattern. Tamoxifen
was also responsible for the transformation of V79 cells in a similar way to DMBA, a
known carcinogenic agent, leading to multi-layer growth and lost of contact inhibition.

Therefore, it was concluded that tamoxifen capacity in promoting V79 cells
transformation is probably due to the abundant expression of estrogen receptors present on
these cells, which may be associated to neoplasia formation on tissues with high receptor
expression, like the uterine endometrium, being this the main side effect of tamoxifen

therapy.



CAPITULO 1: INTRODUCAO

1 — Carcinogénese Quimica

A base quimica para o cancer foi primeiramente proposta em 1775, quando Sir
Percival Pott, médico inglé€s, apontou os efeitos nocivos da fuligem e do alcatrdo no
aumento da incidéncia do cancer escrotal em trabalhadores que efetuavam limpeza em
chaminés, devido a um longo periodo de exposicdo a tais agentes. Estudos subseqiientes,
realizados no inicio do século XX, comprovaram que tais agentes levaram a formacao de
tumores, quando inoculados em animais susceptiveis (ARCHER, 1992). Atualmente
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, como o benzo(a)pireno e o 7,12-
dimetilbenz(a)antraceno, foram isolados desses produtos de combustdo e identificados
como agentes carcinogénicos (VON TUNGELN et al.,1999).

Desde esses primeiros estudos, outros diversos componentes quimicos vém sendo
identificados como carcinogénicos, através de diferentes linhas de investigagdo, como
estudos epidemiologicos, ou a partir de testes de citotoxicidade e mutagenicidade in vitro,
ou ainda testes in vivo com animais de experimentacdo. A identificagdo de provaveis
carcindgenos presentes em nossa alimentacdo e meio ambiente ¢ importante para prevenir a
multipla exposi¢do a esses compostos, uma vez que, alguns tipos de cancer sdo induzidos
quimicamente ¢ envolvem o acumulo progressivo de alteracdes genéticas, nas células do
organismo exposto (HEIDELBERGER et al., 1983). Assim h4 uma grande dificuldade em
se estabelecer o envolvimento de um determinado carcindgeno no desenvolvimento de um

cancer em particular. Por isso a utilizacdo de apenas um carcindgeno em protocolos



experimentais tanto in vitro quanto in vivo, ¢ de extrema importancia para se determinar a
relacdo entre o agente causal e o processo neoplasico (KANEKO et al., 2002).

Os carcinogenos quimicos sdo classificados em dois grupos principais, 0s
carcindgenos genotoxicos e os ndo-genotoxicos. A diferenca entre eles ocorre na interagao
com o DNA da célula alvo, onde apenas os carcindgenos genotoxicos interagem com o
DNA. A carcinogénese quimica ¢ um processo de multiplos passos, que envolve o acumulo
progressivo de alteragdes genéticas. A maioria dos elementos carcinogénicos €, em si, ndo-
reativa, mas converte-se em carcindgenos primarios ou definitivos no organismo. As
enzimas citocromo p450 monoxigenases dependentes do reticulo endoplasmatico, com
freqliéncia, convertem os carcindgenos imediatos em intermedidrios reativos com
deficiéncia de elétrons (eletrofilos). Estes intermediarios reativos podem interagir com
centros ricos em elétrons (nucleéfilos) do DNA para produzir uma mutagao, resultando em
dano no DNA e finalmente causando alteragdes genéticas que sdo consideradas
irreversiveis. Tal interacdo do carcindgeno definitivo com o DNA da célula é considerada o
passo inicial da carcinogénese quimica (GOODMAN & GILMAN, 1996).

Os carcindgenos nao-genotoxicos, também chamados promotores, ndo podem
causar tumores, mas potencializam e facilitam o crescimento e desenvolvimento das
chamadas células tumorais latentes ou adormecidas. Assim, o tempo decorrido desde o
inicio da exposicdo a esses compostos até o desenvolvimento de um tumor em seres
humanos pode ter um periodo de laténcia entre 15 a 45 anos (GOODMAN & GILMAN,

1996).



Pesquisadores demonstraram que células embriondrias de hamster podiam ser
transformadas por hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e que tal sistema poderia ser
quantificado. Tal modelo de investigacao estimulou um campo de estudo extraordindrio,
onde a utilizagdo dos carcindgenos quimicos, associados a cultura celular, representa uma
ferramenta valiosa, pois permite o estudo qualitativo e quantitativo dos mecanismos
envolvidos no processo carcinogénico. Este campo de estudo refere-se a transformagdo
celular, muitas vezes também chamada por alguns autores de carcinogé€nese in vitro.
Assim, uma grande variedade de modelos experimentais, que possibilitam ensaios
quantitativos para se referir ao potencial carcinogénico de determinados agentes quimicos,
vem sendo continuamente desenvolvidos e implementados, com o objetivo de se conhecer
0 processo carcinogénico e identificar os possiveis agentes indutores, assim como 0s

agentes quimioterapicos (HEIDELBERGER, 1983).

2 — Transformacao Celular in vitro

A transformacao celular envolve mudangas num grande conjunto de propriedades,
podendo causar alteragdes nas interagdes célula-célula (LOEWENSTEIN, 1979;
KLAUNIG & RUCH, 1990; REN et al., 1990; YAMASAKI, 1990), célula-substrato
(MURRAY et al., 1980; KESKI-OJA et al., 1985; NERMUT, 1991) ¢ célula-meio
(HOLZER et al.,, 1986; CROSS & DEXTER, 1991), induzindo a mudangas no
comportamento e padrao de crescimento em cultura. Como a transformacao celular in vitro

apresenta relagdes com o processo de carcinogénese in vivo e pode ser induzida por



diferentes agentes (IARC/NCI/EPA Working Group, 1985), ela tem sido grandemente
estudada como um processo andlogo ao desenvolvimento neoplasico in vivo.

Existem muitas alteragdes celulares que podem ser induzidas em cultura celular por
carcinégenos, € para as quais existem evidéncias de um elo com o fendtipo celular
neoplasico. A transformagdo celular pode, muitas vezes, estar acompanhada de
modificagdes nas caracteristicas de crescimento como: aquisicdo de independéncia de
ancoragem, perda da inibi¢do por contato, alteracao da necessidade nutricional, estando
estas caracteristicas geralmente, mas nao obrigatoriamente, correlacionadas com a
tumorigénese (SMETS, 1980; WIGLEY, 1990; BISHOP, 1991; GENARI & WADA,
1998).

A eficiéncia com a qual certos carcindgenos quimicos transformam as células em
cultura, levando-as a independéncia de ancoragem, vem sendo utilizada como um teste de
escrutinio rapido para avaliar compostos quimicos que possam ter potencial carcinogénico
(WIGLEY, 1990).

Entre as alteracdes comportamentais mais freqiientemente observadas depois da
transformacao, esta o crescimento celular em multiplas camadas, indicando a perda de
inibi¢do por contato (ABERCROMBIE, 1979; GENARI & WADA, 1996, 1998, 2000). A
transformacao celular in vitro estd geralmente associada a alteragdes no complemento
cromossomico, podendo apresentar mudangas no grau de ploidia celular ou aberragdes
cromossomicas individuais (BIANCHI & AYRES, 1971; BIEDLER, 1976; GILVARRY et

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



Algumas modificagdes nas propriedades celulares decorrentes da transformacao
envolvem alteracdes dos componentes e/ou fungdes da superficie celular. Véarias proteinas e
glicoproteinas de superficie estdo presentes em concentracdoes reduzidas, ou mesmo
ausentes nas células transformadas (HYNES, 1990). Entre estas se encontra a fibronectina,
uma proteina da matriz extracelular que desempenha varias fungdes, relacionadas com a
migracdo, adesdo e espalhamento celular a superficie, a qual freqiientemente esta presente
em quantidades reduzidas ou com fungdo e localizagdo diferentes de uma célula normal,
apos a transformagdo induzida por diferentes agentes (HAYMAN et al., 1981; ALITALO et
al.,, 1982; SANTI & ZARDI, 1985; NERMUT et al.,, 1991) e em culturas celulares
provenientes de certos tipos tumorais (MURRAY, 1980; HYNES, 1990). Alguns estudos
indicam ainda que o decréscimo dessa proteina pode ser conseqiiéncia da diminui¢ao de sua
sintese ou a inabilidade da célula transformada em reter a fibronectina na sua superficie
(CHEN et al., 1984; 1987; HYNES, 1990). Essas modificagdes acabam interferindo no
processo de adesdo, levando alguns tipos celulares transformados a crescer em suspensao,
em independéncia total ou parcial do substrato, contribuindo de forma significativa para o
fenotipo celular tumoral (HAYMAN et al., 1981; COOK & CHEN, 1988; PERSKY et al.,
1989; GENARI & WADA, 1998; WIERZBICKA-PATYNOWSKI & SCHWARZBAUER,
2003).

As alteragdes morfologicas e de adesdo induzidas pela transformagdo celular,
podem estar relacionadas ainda ao citoesqueleto, uma vez que este se encontra associado a

manutencdo da forma celular, assim como aos elementos de matriz extracelular



(CASELITZ et al., 1981; BEN-ZE’EV, 1985; FOWLER & VALE, 1996; BUTTON et al.,
1995).

Assim, atualmente o objetivo do estudo da transformacdo in vitro ¢ entender a
tumorigénese em organismos vivos, assim como os eventos moleculares envolvidos nesse
processo, identificando possiveis marcadores tumorais que possam ajudar no diagndstico
precoce de neoplasias, possibilitando melhor progndstico ao paciente (SMETS, 1980;

BISHOP, 1991).

3 — Caracteristicas Bioldgicas dos Carcinégenos Quimicos

Quando células normais sdo tratadas com determinado agente quimico, pode ocorrer
um longo periodo de laténcia até serem observadas células com padrao anormal, que levam
a formagao de tumores, quando inoculadas em animais susceptiveis. Durante esse periodo
de laténcia, que geralmente depende das dosagens e da freqiiéncia do tratamento, estagios
pré-cancerosos mais ou menos discretos podem ocorrer, onde as células apresentam
alteracdes morfoldgicas caracteristicas, mas nao sdo ainda capazes de formar tumores em
animais (WIGLEY, 1990).

O tempo entre o inicio do tratamento com um carcinogeno até o aparecimento de
massas tumorais pode ser dividido em periodos distintos. O primeiro estdgio ¢ resultado
direto da administragdo do carcindgeno quimico e¢ ¢ chamado de iniciacdo. A iniciagao ¢
irreversivel e geralmente consiste de um processo rapido, no qual os agentes quimicos
levam a mudangas permanentes no DNA das células alvo, em um ou mais sitios do

genoma. Porém, o ciclo celular possui um sistema de controle com pontos de checagem



especificos, permitindo que a célula verifique seu estado interno e o ambiente, antes de
prosseguir no ciclo, entre estes pontos de controle os mais importantes sdo: a proteina do
retinoblastoma (Rb), a p53 e a p21. Se o gene da p53 estiver intacto e exercer sua funcao
normal de ponto de controle, as células que contém DNA danificado quando atravessarem a
fronteira G1/S, sofrerdo apoptose. Porém, se o gene para p53 estiver mutado e o desvio para
a via apoptdtica nao ocorrer, as células danificadas e potencialmente mutadas prosseguirdo
através da fase S e emergirdo como uma populacdo de células malignas (GOODMAN &
GILMAN, 1996).

O segundo estagio do processo de carcinogénese ¢ chamado promogdo e ocorre
quando os tecidos alvos, ja expostos ao agente de iniciacdo, sdo estimulados e levados a
formagdo do tumor. Diferentemente do estagio de iniciacdo, a promocdo geralmente
envolve uma série de alteracdes celulares e teciduais que podem ser reversiveis durante o
periodo de laténcia, mas com o aparecimento da primeira célula tumoral autobnoma o
processo torna-se irreversivel dando origem a populagdes celulares que originardo os
neoplasmas (HEIDELBERGER et al., 1983). Estes sdo derivados da célula inicial
fundadora aberrante. Promotores incluem agentes como drogas, produtos vegetais e
hormonios que ndo interagem diretamente com o DNA da célula do hospedeiro, mas de
algum modo influenciam a expressdo da informagado genética codificada no DNA celular.

Os hormoénios sdo mensageiros quimicos que se ligam a receptores celulares
especificos e formam um complexo hormonio-receptor que desencadeia uma resposta
celular especifica, tanto para o hormonio quanto para a célula alvo. O alvo da resposta

celular ao estimulo hormonal ¢ tipicamente um aumento ou decréscimo da divisao celular
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ou uma aceleragdo ou desaceleragdo da diferenciagdo celular, de modo que os hormonios
representam a principal classe de agentes promotores (HASCHEK & ROUSSEAUX,
1998). A promocao tumoral pode ser modulada por alguns fatores como: idade, sexo, dieta
¢ balango hormonal. O aumento da razao de cancer de mama em mulheres com estilo de
vida ocidental, foi relacionado a um maior consumo de proteina e gordura. Pesquisas
recentes comprovaram o importante papel da dieta rica em gordura na promog¢ao do cancer
de mama, em ratas expostas ao carcinégeno dimetilbenz(a)antraceno (DMBA) (HASCHEK
& ROUSSEAUX, 1998).

O terceiro estagio, a progressdo, refere-se a evolugdo das células tumorais
tornando-se progressivamente mais ‘“agressivas” e nesta fase, adquirem a habilidade de
emitir metastases e promover alteragdes nas caracteristicas bioquimicas, metabolicas e
morfologicas. Essas células malignas freqiientemente exibem proteinas da regido
organizadora do nucléolo, que se coram pela prata (AgNOR), bastante aumentadas
(TRERE, 2000; VALENCA et al., 2001). Essa observagio demonstra que a quantidade de
AgNOR representa um bom parametro da cinética celular, sendo associada a rapidez da
duplicagao celular (DERENZINI, 2000).

Alguns carcindgenos quimicos como o DMBA, sdo identificados pela sua
capacidade de induzir as etapas da carcinogénese quimica até¢ a formacdao de tumores
malignos, apos a sua administragdo, sendo considerados carcinégenos completos (HUANG

et al., 1998).
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4 - Morte Celular

A morte celular ¢ uma conseqiiéncia de um processo irreversivel causado por uma
injuria celular letal. Esta pode ocorrer através de dois mecanismos principais, necrose ou
apoptose, os quais diferem pelas suas vias bioquimicas e expressao morfologica,
promovendo modifica¢des caracteristicas nas células afetadas.

A apoptose desempenha um importante papel no desenvolvimento dos tecidos e
orgados durante a embriogénese, bem como no processo de renovagao celular dos tecidos
adultos, sendo caracterizado pela: ativacdo inicial de proteases enddgenas (caspases) que ¢é
estimulada pelo aumento do célcio intracelular, diminuicdo do volume celular ("cell
shrinkage"), formag¢do de corpos apoptoticos, vacuolacao do citoplasma, formacdo de
protrusdes na superficie celular "blebs", clivagem e fragmentagdo do DNA que pode ser
visualizado como um padrao de "escada" no gel de eletroforese, além da condensagdo e
marginalizacdo da cromatina. Todas essas modificacdes sdo provavelmente decorrentes de
uma reorganizagao das estruturas do citoesqueleto.

Agentes toxicos podem induzir ou alterar a taxa de apoptose, ou inibir a apoptose
fisiologica, que ocorre normalmente para a renovagao de células com danos no DNA, de
modo a aumentar as chances de ocorréncia de uma transformag¢ao maligna. Se a apoptose
das células com danos gendmicos ¢ inibida ou suprimida, as mutagdes sdo "fixadas" e
podem resultar em descontrole do crescimento celular e cancer. Essas modificagdes sdo
comumente observadas apds tratamento com varios agentes anticancer, tanto in vivo quanto

in vitro (ZHANG et al., 1999; TAKEMURA et al., 2001; SAAFI et al., 2001).
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Pesquisas recentes sobre o processo de formagao das "blebbing", que sdo protrusdes
nos pontos focais de fraqueza dos anéis contrateis de actina (MILLS et al., 1999),
demonstraram que células de linhagem de cancer de mama que possuem uma deficiéncia
em caspase-3 ndo foram encontradas "blebbing" durante a morte celular, levando a concluir
que os eventos estruturais sdo decorrentes da ativagdo de caspases (HACKER, 2000).

O termo necrose foi usado no passado por muitos autores para descrever todas as
formas de morte celular, porém atualmente ¢ usado para a morte celular que ocorre de
forma passiva, sendo caracterizado pela desintegracdo gradual da célula, causando uma
perda da regulagdo do volume celular e a cessacdo das funcdes de sintese da célula
(HACKER, 2000).

O citoplasma de células em necrose torna-se fortemente eosinofilico, devido a
ligagdo da eosina a proteinas desnaturadas, a diminui¢do da basofilia ocorre através da
perda dos ribossomos. As células passam a ter uma aparéncia homogénea hialinizada
depois da perda de particulas de glicogénio, que sdo responsaveis pelo aspecto granular de
uma célula normal. O citoplasma pode estar vacuolado como resultado do aumento do
volume das organelas citoplasmaticas e pode conter globulos eosinofilicos correspondentes
a mitocondrias inchadas (HASCHEK & ROUSSEAUX, 1998).

Nas células em necrose, o ntcleo sofre modificagdes, dependendo do estagio em
que o processo de morte celular se encontra. A picnose ¢ reconhecida pela microscopia de
luz, como um encolhimento do nucleo e aumento da basofilia, apds agrupamento da

cromatina, que pode ser visualizada de forma mais acentuada ultra-estruturalmente. A
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fragmentacgdo nuclear ¢ referida como cariorrexe, e a caridlise € o estagio final onde ocorre
a dissolucdo e desaparecimento da cromatina (HASCHEK & ROUSSEAUX, 1998).

A seqiiéncia exata dos eventos da necrose que levam a morte celular ainda ndo ¢
conhecida, porém os agentes quimicos indutores de necrose rompem a membrana celular,
causando uma perda da habilidade da membrana plasmatica em manter um gradiente de
ions calcio dentro da célula, assim essa modificagao da homeostase intracelular de calcio
resulta em um acimulo desses ions no interior das organelas e do citoplasma, fazendo com
que ocorra ativacdo de enzimas dependentes de calcio como proteases, ribonucleases e
lipases, que promovem danos ao DNA, interferem nos processos normais de reparo, e
prejudicam as fungdes mitocondriais. Dessa forma, o processo de morte celular por necrose
proporciona a liberagdo do contetido celular dentro de uma éarea circundada que ¢

quimiotatica para as células inflamatorias.

5 - Carcinégenos Quimicos
Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos

Os Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPA) pertencem a uma classe de
contaminantes quimicos ambientais derivados dos produtos de combustdo, ja bastante
estudados, € que sdo sabidamente indutores de cancer no homem (MILLER, 1970;
HARVEY, 1989). A partir de estudos utilizando inicialmente células de roedores in vitro,
constatou-se que atividade carcinogénica dos HPA ¢ mediada pela conversdao metabdlica
dos hidrocarbonetos para reativos eletroliticos. Tais compostos policiclicos sdo ativados

inicialmente por um complexo de enzimas associadas as membranas intracelulares, as
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oxidases de funcdo mista associadas ao citocromo P450, varios produtos sdo derivados
deste metabolismo, principalmente a classe dos diol-epoxidos, que sdo os carcindgenos
finais que se ligam ao DNA. A ligagdo de um HPA ao DNA, geralmente ocorre através
destes epoxidos aos grupos amino da guanina e adenina, levando a formagao de aductos no
DNA (WIGLEY, 1990; SUTTER, 1998). Os aductos sao definidos como a ligagdo de um
grupo funcional de uma substancia quimica em uma base nitrogenada do DNA, ocorrendo
uma intercalacdo desse composto na molécula do DNA, o que gera danos no DNA que se
ndo forem restaurados podem levar a célula a originar um cancer (UMEMOTO et al.,
2001).

A exposi¢ao humana aos hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos, como o DMBA,
pode ocorrer em ambientes de trabalho, pela exposi¢ao ao ar, pela ingestdo de alimentos, e
ainda pelo tabagismo. Com excecdo dos fumantes e trabalhadores submetidos a ambientes
com alta concentragdo desses compostos, uma alta exposicdo aos HPA ¢ rara, por isso
acredita-se que a exposi¢ao humana a tais compostos pode ser multipla, ocorrendo de forma

esporadica ou cronica, em pequenas doses (QING et al., 1997).
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7,12-Dimetilbenz(a)antraceno - DMBA

O 7,12-Dimetilbenz(a)antraceno (DMBA) ¢ um composto de referéncia,
representante da classe dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, freqiientemente usado
na indu¢do da mutagénese e carcinogénese experimental in vitro e in vivo (CINELLI et al.,
1996; HUANG et al., 1998; RUSSO et al., 1990; CALAF & RUSSO, 1993). A sua ativacio
metabolica também ocorre através de reagdes oxidativas mediadas pelo citocromo P-450,
dando origem a varios grupamentos diol-epoxidos, que reagem com as adeninas e guaninas
do DNA, levando a formacao de aductos (CINELLI et al., 1996).

Alguns estudos recentes associam o DMBA a disturbios na formagdo do fuso
durante a divisao celular com a indug¢do de aneuploidias, poliploidia e instabilidade
cromossOmica, em linhagens celulares (WU et al., 1997, MATSUOKA et al., 1998). Tais
alteracdes cromossOmicas estdo associadas ndo somente a carcinogénese (RADMAN et al.,
1982; OSHIMURA & BARRET, 1986), mas também ao aumento da taxa de esterilidade,
abortamentos espontdneos ¢ morte neonatal, assim como de anomalias congénitas, sendo
um importante alvo de estudo, j& que o DMBA ¢ um carcinégeno quimico ambiental

(HOOK, 1993; MATSUOKA et al., 1998).
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6- Antiestrogeno: ((Z)-1-[4-[2(dimetilaminoetoxi]fenil]-1,2-difenil-1-buteno) —

Tamoxifeno (TAM)
. _CHg
o7 N\ e,
©ﬁ©
Historico

No final do século XIX, Beatson demonstrou que tumores avangados de mama em
mulheres pré-menopausa eram responsivos a ooforectomia (BEATSON, 1896). Isso foi
justificado pelo crescimento de tumores dependentes de estrégeno serem controlados pelo
bloqueio da agdo deste hormoénio. Durante o século XX, terapias enddcrinas como
adrenalectomia e hipofisectomia foram usadas no tratamento do cancer de mama avangado,
mas era claramente necessario um procedimento ndo-cirurgico para o controle dessa
doenca. Estratégias iniciais utilizando estrégenos e androgenos, foram eficazes, mas
limitadas pela toxicidade (CLEMONS et al., 2002).

O composto ICI 46474 (posteriormente conhecido como tamoxifeno) um
antiestrégeno, foi primeiramente sintetizado em 1963 e possuia atividade de estimular a
ovulagdo (KLOPPER & HALL, 1971). Quando iniciaram as investigagdes sobre a sintese e
purifica¢do do ICI 46474, foi encontrado que o isOmero-trans era predominantemente anti-
estrogénico, enquanto o isdmero-cis era um estrogeno puro (HARPER & WALPONE,
1966). Essa foi a primeira demonstracdo do contraste farmacoldgico entre as formas

isoméricas de um agente farmaceéutico.
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Anos mais tarde, foi descoberto que o TAM suprimia tumores mamarios induzidos
por carcindgenos em ratos, esse modelo experimental foi transferido com sucesso para
triagens clinicas e o TAM foi aprovado, em 1977, pela FDA-USA para o tratamento de
pacientes com cancer de mama metastatico, além de suprimir cancer de mama receptor de

estrégeno positivo em mulheres pos-menopausa (MOURITS et al., 2001).

Mecanismo de acao

O cancer endometrial e o cancer de mama sdo tumores dependentes de hormdnios e
seu crescimento ¢ estimulado pelo estrégeno. Nas células alvo, o estrogeno (E) liga-se ao
receptor de estrogeno (ER), um membro da superfamilia dos receptores nucleares de
hormonio, sendo encontrado em diversos tipos celulares e expressados em diferentes niveis
(HOLINKA et al., 1986, NISHIDA et al., 1996). O complexo estrégeno-ER liga-se a
seqiiéncias especificas de DNA, conhecidas como elemento responsivo ao estrogeno
(ERE), em regides regulatorias de genes sensiveis ao estrogeno. As duas regides funcionais
de ativagdo transcricional do complexo estrogeno-ER sdo: AF; que estd localizada na
regido N-terminal do ER no dominio A/B e ¢ ativado constitutivamente de modo ligante-
independente e célula-especifica (MORAS & GRONEMEYER, 1998), ¢ AF,, que esta
localizado na regido C-terminal do ER no dominio de ligacdo ao hormodnio e exerce
atividade transcricional ligante-dependente (MORAS & GRONEMEYER, 1998). AF, e
AF; tem ativacao transcricional independente, porém de forma sinérgica, interagindo com

outras proteinas (coativadores transcricionais) para estimular a atividade da RNA

18



polimerase II (RNA Pol II), portanto regulando a atividade do gene (HOWELL et al., 2000;

SAKAMOTO et al., 2002).

O tamoxifeno inibe competitivamente a ligacdo do estrogeno ao ER. O complexo
tamoxifeno-ER liga-se ao ERE de genes sensiveis ao estrogeno. Contudo, apenas AF; ¢
ativado. A inativa¢do do AF; resulta em uma atenuagdo da transcricdo de genes responsivos
ao estrogeno e da ligagdo de coativadores; essa ativagdo de AF; ¢ responsavel pela
atividade agonista parcial do tamoxifeno (HOWELL et al., 2000; McINERNEY &
KATZENELLENBOGEN, 1996). Como resultado, o tamoxifeno bloqueia o ciclo celular
na fase G, diminuindo a proliferacdo celular (CLEMONS et al., 2002).

Estudos sugerem que o ER tem fungdes diferentes no cancer endometrial e no
cancer de mama, especialmente na presenga do tamoxifeno (FORNANDER et al., 1989). O
tamoxifeno estimula o crescimento de células do cancer endometrial, mas tem agdo
antiproliferativa em células do cancer de mama em cultura (JAMIL et al., 1991) bem como
em cé¢lulas tumorais de mama transplantadas em camundongo atimico (GOTTARDIS et al.,
1988). Uma possivel explicagdo para os diferentes efeitos do tamoxifeno no cancer
endometrial e cAncer de mama pode envolver a ativagdo de diferentes niveis de AF, e AF;
nessas c¢lulas (SAKAMOTO et al., 2002).

Evidéncias mais recentes sugerem que o tamoxifeno e seus metabodlitos também
apresentam como mecanismo de a¢do, a capacidade de induzir apoptose em células de
cancer de mama humano tanto ER-positivo quanto ER-negativo, pela ativagao da via das
caspases, principalmente caspases 3, 8 ¢ 9, que sdo proteases intracelulares e sdo ativadas

em cascata e promovem proteolise, culminando na desestruturagdo celular e morte por
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apoptose. Isso pode ser um fator determinante da citotoxicidade desse agente anti-
neoplésico in vitro e in vivo (MOURITS et al.,, 2002; MANDLEKAR et al., 2000;
CHRISTOV et al., 2003). Esse mecanismo de agdo alternativo do tamoxifeno pode ocorrer
resultando em inibicdo do crescimento independente do receptor de estrogeno, o que tem
sido mostrado em tumores de pulmao, estomago, prostata, bexiga e cancer de mama ER-
negativo. O TAM induz nessas células o aumento dos niveis do TGF-B; (fator B; de
transformacdo do crescimento), uma citoquina pleiotropica que regula a proliferagdo e a
atividade funcional de uma grande variedade de tipos celulares (HOSOYA et al., 1999;
TAVASSOLI et al., 2002; KNABBE et al., 1987). O TGF-B; induz o arresto do ciclo
celular em G; devido a ativagdo transcricional de inibidores de quinases dependentes de
ciclinas (CDKI's), além de aumentar os niveis da proteina Retinoblastoma (pRB)
hipofosforilada (TAVASSOLI et al., 2002).

Os (CDKI's) regulam negativamente a progressao do ciclo celular e sdo divididos
em duas classes: a familia dos inibidores de cdk4 (INK4), que sdo: a pl6/INK4a,
p15/INK4b, p18 e a p19 e a familia das proteinas inibidoras de quinases (KIP), que sdo: a

p21/WAF1/CIP-1, p27/KIP1 e a p57/KIP2 (HARTWELL & KASTAN, 1994).

Metabolismo

Em humanos e roedores, o tamoxifeno ¢ extensivamente metabolizado pelo
citocromo P-450, especificamente pelas subunidades CYP 3A4 e CYP 2D6, levando a
formagdo de seus principais metabolitos: o 4-hidroxitamoxifeno (OHT) e o N-

desmetiltamoxifeno (DMT) (MANDLEKAR et al., 2000). Esses metobolitos possuem igual
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ou maior afinidade ao receptor de estrogeno se comparados ao tamoxifeno, o que confere

aos mesmos uma maior atividade antiproliferativa em tumores mamarios ER-positivos.

Duracio do tratamento

O tamoxifeno ¢ uma terapia de escolha para todos os estagios do cancer de mama
receptor de estrégeno positivo e atualmente é prescrito para a prevencdo do cancer de
mama em mulheres com alto risco (SCHAFER et al., 2003; CLEMONS et al., 2002).

A duragdo oOtima de terapia com o tamoxifeno, em cancer de mama inicial,
permanece sob investigagcdo, mas recomendacdes atuais sugerem que a terapia seja mantida
por pelo menos 5 anos. Estudos em cancer de mama inicial, envolvendo o tratamento com
tamoxifeno (10 ou 30 mg diérios) por 1 ano, ndo demonstraram vantagem significativa
sobre os pacientes nao tratados. Estudos envolvendo 2 anos de terapia com tamoxifeno (20
ou 40mg diédrios) demonstraram uma redu¢do significante na recorréncia do cancer de
mama e um decréscimo significante de mortalidade. Cinco anos de terapia com o
tamoxifeno produziu um beneficio significante tanto na sobrevida livre de doenca quanto
na sobrevida geral (SWEDISH BREAST CANCER COOPERATIVE GROUP, 1996).
Assim ha evidéncias de que o tratamento com o tamoxifeno por 5 anos traz maiores

beneficios, quando comparado com periodos mais curtos de tratamento.

Resisténcia ao Tamoxifeno

O tamoxifeno tem-se mostrado eficaz no tratamento do cancer de mama, porém

alguns tumores ndo respondem e eventualmente adquirem resisténcia ao tamoxifeno, ou
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ainda, o crescimento torna-se estimulado pelo seu uso, como evidenciado pela diminuicao
do crescimento de tumores apos a interrupc¢ao da terapia com o tamoxifeno (HOWELL et
al., 1992). Terapias com o tamoxifeno superiores a 5 anos podem levar a uma selecao
clonal do cancer de mama metastatico resistente ao TAM (SCHAFER et al., 2003). Além
disso, muitos desses tumores estimulados pelo tamoxifeno mantém a funcao e expressao de
receptores de estrogeno; apenas 10% dos tumores de mama resistentes ao tamoxifeno
possuem mutacdes ER(-at) e por essa razdo esses tumores continuam tendo a habilidade de
responder a terapias endocrinas de segunda linha, como um anti-estrogeno puro ou um
inibidor de aromatase (BUZDAR et al., 1997, ACHUTHAN et al., 2001).

A superexpressao do gene HER-2/neu (também conhecido como ERBB2 ou c-
erbB2), que codifica uma glicoproteina transmembrana p185 com atividade intrinseca para
a tirosina quinase, ¢ encontrado em 15 a 25% dos pacientes com cancer de mama e estd
associado com um prognostico ruim, sendo considerado um marcador para a agressividade
tumoral (BIECHE et al, 2001). A supressio do HER-2/neu aumenta a atividade
antiproliferativa do tamoxifeno (CHUNG et al, 2002). Uma vez que pacientes que
possuem HER-2/neu negativo respondem de forma mais eficaz ao tratamento com o TAM
se comparados aos pacientes HER-2/neu positivo, uma explicacdo para esse fato ¢ que a
superexpressao de HER-2/neu promove a ativagao de moléculas de sinalizagdao que alteram
a expressao do receptor de estrogeno, levando a aquisi¢do de resisténcia ao tamoxifeno
como demonstrado em células do cancer de mama em cultura que superexpressam o HER-

2/neu (SCHAFER et al., 2003).
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Um outro fator, a ser considerado ¢ o "escape" imunoldgico que contribui para o
efetivo crescimento tumoral e para o processo de metastase. Isso pode ocorrer devido a uma
inabilidade do sistema imune em reagir normalmente para a rejei¢cao tumoral o que pode
ocorrer pelo ndo reconhecimento ou ndo reatividade a antigenos tumorais, essa resposta
pode ser induzida por anergia, tolerancia ou imunossupressao. Esse "escape" imunoldgico €
um processo ativo e mediado pelo sistema Fas-Fas L (MOR et al., 2000). O estrogeno
regula muitos aspectos da resposta imune, incluindo a producao e secrecdo de citoquinas e
do sistema Fas-Fas L. O tamoxifeno inibe a expressdo do Fas-Fas L em células do cancer
de mama em cultura, assim o bloqueio dessa via pode ser um importante mecanismo para o
efeito anti-tumoral do tamoxifeno (MOR et al., 2000).

Ha outros possiveis mecanismos para explicar essa resisténcia ao tamoxifeno via
ER-independente, incluindo inibi¢do da calmodulina, estimulagao de TGF-f;, inibi¢do da
proteina quinase dependente de calcio, alteragdes na via de sinalizagdo de proteina quinase
A e inibicdo dos efeitos proliferativos do fator de crescimento ligado a insulina (IGF-1)
(ACHUTHAN et al., 2001). Como o tamoxifeno tem diversos efeitos em diferentes tecidos,
o desenvolvimento de resisténcia pode estar envolvido a multiplos fatores do que a uma

simples via.

Efeitos Benéficos
O tamoxifeno vem sendo utilizado extensivamente desde a década de setenta como
quimioterapico coadjuvante no tratamento de mulheres com cancer de mama e carcinoma

ductal in situ (DCIS) (FISHER et al., 1999). Uma pesquisa sobre prevengao do cancer de
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mama realizado pelo Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (NCI) demonstrou
uma reducdo de 49% da incidéncia de cancer de mama (FISHER et al., 1998). Assim o
TAM foi aprovado pelo FDA para prevengao do cancer de mama, em mulheres com alto

risco para o desenvolvimento da doenga (OVERMEYER, 1999).

Estudos demonstram que o tamoxifeno reduz a formagdao de aductos no DNA
promovidos pelo DMBA em tecido mamario de ratos, diminuindo a formagao de tumores
in vivo (GALBIATI et al., 2002; WARSHAWSKY et al., 2002; LAMB et al., 2003). Isso
ocorre porque o pré-tratamento com o tamoxifeno inibe a fase inicial de carcinogénese pelo
DMBA, agindo como um supressor da promogao tumoral tanto in vivo quanto in vitro, por
diminuir a formagdo de espécies reativas ao oxigénio (ROS) como o peroxido de
hidrogénio (H,0,), que causa a oxidagdo de macromoléculas bioldgicas incluindo o DNA,
RNA, proteinas e lipidios (THANGARAJU et al., 1992; LIM et al., 1992; BHIMANI et al.,
1993; WEI & FRENKEL, 1993; WEI et al., 1998). Esse ¢ um fator positivo para os
pacientes que utilizam o tamoxifeno como quimiopreventivo, pois a principal exposi¢do aos
carcindogenos policiclicos aromaticos ¢ a ambiental. Assim, o TAM pode modular o
impacto dessa exposicao, pois impede a formacao de tumores mamarios em ratos expostos
ao DMBA (WARSHAWSKY et al., 2002). Uma possivel hipotese para essa observacao ¢
que o tamoxifeno inibe a fase inicial da carcinogénese pelo DMBA, impedindo a formacao
de aductos promovidos por esse composto (WARSHAWSKY et al., 2002).

O tamoxifeno previne perdas oOsseas em mulheres com risco aumentado de
osteoporose, reduzindo a incidéncia de fraturas (FISHER et al., 1998). Além disso,

promove reducao do colesterol total e de sua fragao lipoprotéica de baixa densidade (LDL-
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colesterol) em torno de 20%, o que leva a uma reducdo substancial na morbidade
cardiovascular, principalmente no infarto do miocardio em pacientes pds-menopausa
(McDONALD et al., 1995).

Atualmente, varias drogas tém sido utilizadas juntamente com o tamoxifeno como a
cisplatina, 5-fluorouracil, acido retindico, fenilbutirato e isoflavonas, com o objetivo de
aumentar o seu efeito antiproliferativo em células tumorais ou para diminuir a resisténcia
de alguns tipos celulares neoplasicos ao tamoxifeno (TANOS et al., 2002; TAVASSOLI et
al., 2002; CHUNG et al., 2002). O entendimento das vias de apoptose e de sinalizagdo
celular que estdo envolvidas no controle da proliferacio e da resisténcia de células
tumorais, podem fornecer informacgdes valiosas para o desenvolvimento de drogas ou
terapias génicas mais efetivas e estrategicamente desenvolvidas para o tratamento do cancer

(TAVASSOLI et al., 2002).

Efeitos Adversos

O tamoxifeno ¢ geralmente bem tolerado; num tratamento de curto prazo seus
efeitos sdo similares aos sintomas da menopausa e incluem ondas de calor, irregularidades
menstruais, sangramentos vaginais, prurido vulvar e edema. Porém, com um tratamento de
longo prazo ocorrem sérios efeitos adversos associado com o uso do tamoxifeno, como o
aumento da incidéncia de cancer endometrial (FISHER et al., 1998; MOURITS et al., 2001;
SAKAMOTO et al., 2002; BERGMAN et al., 2000, EARLY BREAST CANCER
TRIALISTS' COLLABORATIVE GROUP, 1998). Estudos indicam um aumento de 6,4

vezes o risco de cancer endometrial para pacientes que utilizaram o tamoxifeno em relagao
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ao grupo controle ndo tratado (FORNANDER et al., 1993). Isso se deve ao receptor de
estrogeno ser um complexo relativamente "promiscuo", permitindo a ligacdo nao apenas do
estrogeno, mas também de estilbenos como o tamoxifeno, clomifeno, raloxifeno e outros.
Ainda, foi descoberto o receptor de estrogeno B, uma segunda isoforma com expressao,
distribuicdo e propriedades de ligacdo diferentes do receptor de estrégeno o
(MOSSELMAN et al., 1996). Isto faz com que o tamoxifeno tenha atividade de estimular
ou inibir os receptores de estrogeno em diferentes sitios e tecidos dependentes da
concentracao de estrégeno, o que pode contribuir para um aumento do volume uterino,
aparecimento de miomas, endometriose, polipos e carcinoma endometrial. Além disso, o
tamoxifeno pode ter atividade estrogénica ou anti-estrogénica num mesmo tecido, por
exemplo: induzindo os receptores de progesterona no tecido mamario (efeito agonista) ou
inibindo o crescimento do cancer de mama (efeito antagonista) (MOURITS et al., 2001).

Outros efeitos adversos observados com o uso do tamoxifeno sdo: disturbios
oculares incluindo neuritis Opticas, distirbios na cornea, retinopatias e catarata (FISHER et
al., 1998); efeitos adversos hepaticos como a alteragdo das enzimas hepaticas, hepatites,
colestase e até o aparecimento de tumores hepaticos (WILKING et al., 1997); e ainda
efeitos adversos do sistema circulatorio como anemia, leucopenia, trombocitopenia,
neutropenia e elevacdo dos niveis de triglicérides no soro (CLEMONS et al., 2002).

O tamoxifeno também tem sido indicado como agente indutor de aneuploidias e
cancer hepatico em animais de experimentagao e como causador da formagao de aductos no
DNA de células hepaticas de rato (UMEMOTO et al., 2001). A ativagdo metabdlica do

tamoxifeno ¢ um pré-requisito importante para a formagao desses aductos, pois gera como
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metabolitos ativos, carbocations eletrofilicos que se ligam irreversivelmente ao DNA,
sendo de 200-1600 vezes mais reativos que o proprio tamoxifeno (BOOCOCK et al.,

2002).

7 - Células V-79

O estudo do processo de carcinogénese foi grandemente facilitado pela descoberta
da transformagdo morfologica in vitro, utilizando-se cultura de células de mamiferos para o
acompanhamento dos efeitos toxicos de possiveis agentes carcinogénicos ou mutagénicos
(COMBES et al., 1999; BRONZETTI et al., 2003).

A linhagem V-79, constituida por células semelhantes a fibroblastos, obtidas a partir
de pulmio de hamster chinés (Cricetulus barabensis griseus), apresenta numero de
cromossomos pseudodiploide, com numero modal igual a 22 podendo variar entre 20 a 23
cromossomos, a razao de poliploidia ¢ de 4%. Além disso, suas caracteristicas morfoldgicas
e de comportamento em cultura sdo bem definidas com crescimento em monocamadas,
inibi¢do por contato e dependéncia de ancoragem, caracteristicas estas observadas em
linhagens nao tumorais. As células V-79 ja vém sendo utilizadas para estudos de
transformacao celular, mutagdo, aberragdes cromossomicas ¢ danos no DNA, induzidos por
tratamento com agentes quimicos (CARVALHO et al., 1999; BRONZETTI et al., 2003;
CINELLI et al., 1996), constituindo um 6timo modelo de estudo para a carcinogénese
experimental (KIEFER & WEIBEL, 1998; BEZ et al., 2001; MATSUOKA et al., 1998)

devido as suas propriedades de crescimento e comportamento em cultura, possuindo o
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caridtipo estavel, um curto tempo de geragdo e uma féacil manutencdo (BEHRENS et al.,
1989; BIRCHMEIER et al., 1993; PEREZ et al., 2002).

Como as células V-79 apresentam caracteristicas de crescimento em cultura bem
definidas, pequenas alteragdes apos tratamentos por carcindgenos quimicos podem
facilmente ser observadas e detectadas através de modificacdes no fenotipo celular e
também no complemento cromossomico, devido a alteragdes numéricas e estruturais

(SCIANDRELLO et al., 1996).
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8- OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desse trabalho ¢ investigar o potencial carcinogénico e/ou
quimioterapico do tamoxifeno em cultura de células normais (V79, 3T3, MDCK, VERO) e
tumorais (MCF-7, NCI-ADR, HT-29, PC-03, OVCAR-3, 786-0, K-562, UACC-62, NCI-
460). Além disso, analisar as alteracdes morfologicas e estruturais induzidas pelo
tamoxifeno em células V79, escolhidas como modelo experimental pela sua maior
sensibilidade, em comparagdo com o DMBA, um composto comprovadamente

carcinogénico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar os efeitos citotoxicos do tamoxifeno de forma comparativa em células normais e

tumorais.

- Avaliar os indices de apoptose e necrose nas células V79 submetidas ao tratamento com

tamoxifeno, analizando-se o efeito da concentragdo do mesmo sobre a morte celular.
- Analisar as possiveis alteragdes morfoldgicas e estruturais em microscopia Optica e

eletronica de varredura, ocorridas nas células V79 controle e submetidas aos diferentes

tratamentos.
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ABSTRACT

Tamoxifen (TAM) is a non-steroidal anti-estrogen drug used to treat patients with
estrogen receptor-positive breast cancer and as a chemopreventive agent against breast cancer
in high risk, pre- and post-menopausal women. However, recent studies have shown that
tamoxifen causes endometrial and hepatic cancer. In this study, we examined the effects of
tamoxifen (5, 10, 25 and 50 uM) on the growth and proliferation of nine tumoral cell lines
(UACC62, MCF-7, NCI-460, K562, OVCAR-03, PC-03, HT-29, 786-0, NCI-ADR) and four
normal cell lines (3T3, V79, MDCK, VERO). Chinese hamster lung fibroblasts (V79) were
the most sensitive lineage to tamoxifen, with 21.6% of the cells showing apoptosis at 50 uM
TAM. Microscopic analysis showed that, the cellular transformation caused by TAM in V79
cells was similar to that seen with 7,12-dimethylbenz(a)anthracene, thus indicating the

carcinogenicity of TAM.

Key-Words: apoptosis, cellular transformation, cytotoxicity, DMBA, tamoxifen

Abbreviations: TAM - tamoxifen, DMBA - 7,12-dimethylbenz(a)anthracene, DMSO -
dimethyl sulfoxide, FCS - fetal calf serum, SRB - sulforhodamine B, TCA - trichloroacetic
acid, PI - propidim iodide, PBS - phosphate buffer saline, SEM - scanning electron
microscopy, DCIS - ductal carcinoma in situ, NCI - National Cancer Institute, FITC -
fluorescein isothio-cyanate, FACS - fluorescence-activated cell sorting, GI - growth

inhibition, ER - estrogen receptor, TGF-B, - transforming growth factor-f; .
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INTRODUCTION

Tamoxifen (TAM) is a non-steroidal of anti-estrogen drug widely used as a coadjutor
in the treatment of patients with estrogen receptor (ER)-positive breast cancer and ductal
carcinoma in situ (DCIS). Tamoxifen is also used as a chemopreventive drug by pre- and post-
menopausal women, with a potential risk for breast cancer (Clemons et al., 2002). The Breast
Cancer Prevention Trial reported a 49% reduction in the incidence of breast cancer among
participants who took tamoxifen for 6 years (Fisher et al., 1998). However, the long-term use
of TAM can cause endometrial and hepatic cancer with severe side effects (Hemminki et al.,
1997; Mourits et al., 2001), mainly because besides of cytostatic (G0/G1 arrest) and cytotoxic
(induction of apoptosis) actions on cells. This dual effect suggests that TAM targets the
checkpoint between cell cycle progression and apoptosis (Fattman et al., 1998). TAM is used
experimentally to induce aneuploids and hepatic cancer in animals, and to stimulate the
formation of DNA adducts in rat hepatic cells (Umemoto et al., 2001).

The cellular transformation caused by TAM in vitro, is related to the induction of
carcinogenesis by different agents in vivo (IARC/NCI/EPA Working Group, 1985). Cellular
transformation involves changes in various cell properties, including cell-cell (Lowesnstein,
1979), cell-substrate (Murray et al., 1980) and cell-environment (Cross and Dexter, 1991)
interactions that can alter the growth behavior and pattern of cells in culture. Many of these
changes are also observed in the development of cancer in vivo.

Several substances can promote cellular transformation and carcinogenesis, including
7,12-dimethylbenz(a)anthracene (DMBA), an aromatic polycyclic hydrocarbon often used to

induce mutagenesis and carcinogenesis in vitro and in vivo (Cinelli et al., 1996; Huang et al.,
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1998). The metabolic activation of DMBA involves oxidative reactions mediated by
cytochrome P450, with the formation of several diol epoxides, that can react with adenine and
guanine in DNA, to form DNA adducts (Cinelli et al., 1996).

In this work, we examined the anti-proliferative activity of TAM in several normal
and tumoral cell lines growth independently of the species they had been isolated, and then
used the most sensitive cell line to assess the ability of TAM to induce cellular transformation

in vitro. DMBA was used as a positive control.

MATERIALS AND METHODS

Cell Lines: The human tumoral lines K562 (leukemia), MCF-7 (breast), NCI-ADR (multi-
resistant breast), 786-0 (renal), HT-29 (colon), NCI-460 (lung), PC-03 (prostate), OVCAR-03
(ovarian), and UACC62 (melanoma) were obtained from the National Cancer Institute (NCI),
USA. The normal animal cell lines Vero (monkey kidney), V79 (hamster lung), and 3T3
(mouse lung), which consisted of fibroblast-like cells, and MDCK (dog kidney epithelial
cells) were obtained from the Rio de Janeiro Cell Line Bank (Rio de Janeiro, Brazil) and the

Adolfo Lutz Institute (Sao Paulo, Brazil).

Cell Culture: The cell lines were maintained in RPMI-1640 medium (Sigma Chemical
Co., St Louis, MO, USA), supplemented with 10% fetal calf serum (FCS: Nutricell
Nutrientes Celulares, Campinas, SP, Brazil) at 37°C with 5% CO,. The medium was
changed every two days until the cells reached confluence, at which point they were

subcultured.
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Antiproliferative Assay: The adherent cell lines were detached from the culture flasks by

adding 0.5 mL of trypsin solution 0.025% (Nutricell). The trypsin was inactivated by adding 5
mL of 5% FCS in RPMI 1640 medium. Single-cell suspensions were obtained by a gentle
pipetting action. After counting, the cells were diluted to appropriate seeding densities and
transferred to 96-well microtiter plates (Nunc Brand Products) in a fixed volume of 100 pL
per well. The seeding densities were as follows: 3 x 10* (UACC62), 4 x 10* (NCI-460, PC-03,
Vero, V79), 5 x 10* (NCI-ADR, 786-0, HT-29, MDCK), 6.5 x 10* (K-562, MCF-7) and 7 x
10* (OVCAR - 03, 3T3) cells per mL. This initial cell concentration was determined from
individual growth curves, and ensured that the cells would be in the logarithmic growth
throughout the experiment. The microtiter plates containing cells were pre-incubated for 24 h
at 37°C to allow stabilization prior to the addition (100 pL) of drug. The plates were incubated

with the test substance for 48 h at 37°C and 5% CO; (Monks et al., 1991).

Solubilization and Dilution of Test Substance: Tamoxifen was tested at four concentrations (5,

10, 25 and 50 uM), each in triplicate wells. The drug was initially solubilized in
dimethylsulfoxide (Sigma) at 400 times the final maximum test concentration. The stock

solution was then diluted with complete medium containing 50 pg of gentamicin/mL

(Schering-Plough).

Sulforhodamine B (SRB) Assay: The SRB is an aminoxanthine with a bright pink color that

has two sulfonic groups. Since it is an anionic dye in weak acid solution it is capable of
bonding to protein’s aminoacids basic terminals cells fixed with trichloroacetic acid.

Therefore this non-clonogenic methodology permits a high sensitive protein with a straight
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relationship to cell culture. The SRB assay was done as described by Skehan et al. (1990).
Briefly, the cells were fixed with 50% TCA (Sigma) at 4°C (50 uL/well, final concentration
10%) for 1 h. The supernatant was then discarded and the plates were washed five times
with tap water. The cells were stained for 30 min with 0.4% SRB in 1% acetic acid (50
uL/well) (Sigma) and subsequently washed four times with 1% acetic acid to remove
unbound dye. The plates were air dried and protein-bound dye was solubilized with 150 pL
of 10 mM Trizma buffer (Sigma). The resulting optical density was read in a multiwell
plate reader at 540 nm. For cells grown in suspension (e.g., leukemia), the same method
was used, but the TCA concentration was 80%, in order to fix the cells to the plate bottom.

Data Calculations: The absorbances were calculated using the Excel® program (Microsoft

Office package) and the mean + standard error of the mean were calculated for triplicat
wells. The background absorbances were subtracted from the appropriate control and drug-
blank measurements. To assess the effect of TAM on cell growth, three measurements were
obtained a time zero (TO0) values for all cells at the beginning of the incubation, and control
(C) and test (T) values at the end of incubation without and with the test substance,
respectively. For T value > TO (cytostatic effect), the calculation was 100 x [(T-T0)/(C-
T0)]. While for T < TO (cytocidal effect), the calculation was 100 x [(T-T0)/T0]. The 1Cs,
values (drugs concentration eliciting 50% inhibition) were determined by non-linear
regression analysis. This results presented here refer to a representative experiment since all
assays were run in triplicate and the average standard error was always < 5%.

Detection of Apoptosis by Annexin V-Biotin: Since V79 cells were the most sensitive to the

cytotoxic effect of TAM, this cell line was used for the analysis of apoptosis and
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morphological alterations. Apoptosis was detected using an annexin V-biotin kit (Oncogene
Research Products), which is based on the fact that cells on apoptosis process expose the
phosphatidylserine on the outer leaflet. The anticoagulant annexin V has anti-phospholipase
activity and preferentially binds to negatively charged phospholipids like phosphatidylserine,
being a convenient method for apoptosis detection on cells (Koopman et al., 1994). The
propidium iodide (PI) is a marker that differs apoptosis from necrosis, binding itself to
necrotic cell nucleus by pores formed in the plasma membrane of these cells. This process
does not occur on apoptotic cells, where the integrity of the plasma membrane is kept. The test
was performed following the manufacture’s recommendation. Approximately 10° V79 cells
were plated in T-25 flasks in RPMI-1640 medium (Sigma), supplemented with 10% FCS
(Nutricell) (Day 0). On Day 1 TAM was added to final concentrations of 5, 10, 25 and 50
uM. Untreated control cells received an equivalent volume of vehicle solution (0,1% DMSO).
The cells were trypsinized and harvested after 24 h (Day 2) when confluence was < 25% cells.
After washing in phosphate-buffer saline (PBS), the cells were re-suspended in PBS and the
cell density was adjusted to 5 x 10° cells/mL. An aliquot (500 pL) of this cell suspension was
transferred to a micro centrifuge tube and 10 pL of binding medium plus 1.25 pL of annexin
V-biotin were added followed by mixing and incubation for 15 min at room temperature in the
dark. The mixture was then centrifuged (1000 x g, for 5 min) and the medium was removed
and the cells re-suspended in 250 uL of cold binding buffer, supplemented with 15 pL of anti-
biotin conjugated to fluorescein isothio-cyanate (FITC) and 10 pL of PI. The cells were
analyzed by flow cytometry in a fluorescence-activated cell sorter (FACScan, Becton

Dickinson, Mountain View, CA).
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Morphological Analysis: Adhered V79 cells, (initial density - 1 X 10’ cells/coverslips) were

treated with 7,12-dimethylbenz(a)anthracene (DMBA, 1ug/mL); 10 uM TAM or both agents.
In the latter case, the cells were initially cultured with DMBA for 24 h and subsequently
treated with TAM for 24 h. The components were dissolved with in DMSO (final DMSO
concentration in medium 0.1%). The cells were cultured for 48 h at 37°C and 5% CO,, and
then fixed in ethanol:acetic acid (3:1, v/v) for 10 min followed by staining with 0.25% cresyl
violet for 15 min. After a quick wash in distilled water, cells were air dried at room
temperature, and then cleared in xylene and mounted in Entellan (Merck Kraal, Darmstadt,
Germany).

Scanning Electron Microscopy (SEM): V79 cells (initially 1 x 10° cells/mL), were cultured

on coverslips until semi-confluente (48 h), confluente (192 h) and multi-layed (192 h) cultures
were obtained. The cells were then fixed with 2.5% paraformaldehyde (Merck Kraal)
/glutaraldehyde (Sigma) in 0.1 M phosphate buffer (Merck Kraal), pH 7.4, for 2 h, then
washed with phosphate buffer, post-fixed in 1% osmium tetroxide (Sigma) and dehydrated in
an ethanol series. The material was critical point dried (Balzers CPD030) and sputtered with
gold (Balzers SCD 050). The specimens were examined in a JEOL JSM-5800 LV scanning

electron microscope.
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RESULTS

Anti-proliferative activity: As shown in figure 1 and table 1, tamoxifen was cytostatic for the
renal cell lines 786-0 (tumoral) and MDCK (normal) and cytocidal for the other cell lines, in a
concentration-dependent manner. Normal cell lines were more sensitive to TAM than tumoral
lines, since a TAM concentration of 10 uM was cytocidal to normal cell lines whereas a
similar effect was observed in tumoral lines only at 25 uM tamoxifen.

Induction of apoptosis: Tamoxifen caused a progressive, concentration-dependent increase in
apoptosis and necrosis in V79 fibroblasts (Figure 2). These finding agreed with the results
obtained in the anti-proliferative activity test at 50 uM TAM, apoptosis effects 21.6% of the
cells whereas 16.2% of the cells showed necrosis or late apoptosis.

Scanning Electron Microscopy: After 48 h control cells were semi-confluent and showed
contact inhibition and anchorage-dependence (Fig. 3A, B). In contrast, cells treated with
DMBA (Fig. 3C, D), TAM (Fig. 3E, F) and DMBA+TAM (Fig. 3G, H) showed loss of
contact inhibition and multi-layered growth. Incubations with TAM (Fig. 1F), resulted in the
formation of cellular aggregates, membrane blebbing, and pits on cellular surface. After 192 h,
the control cells were confluent and formed a monolayer with for than growth being prevented
by contact inhibition (Fig. 4A, B).Cells treated with DMBA (Fig. 4C, D), TAM (Fig. 4E, F),
and DMBA+TAM (Fig. 4G, H) showed multi-layered growth and cellular aggregates which
grew independently in an uncontrolled manner. There was also an increase in the number of

microvilli and in the formation of vesicles at the cell surface.
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Morphological Analysis: Control cells stained with cresyl violet, had a normal morphology
with regular, intact nuclei (Fig. 5A, B). Cells exposed to DMBA (Fig. 5C, D, E), TAM (Fig.
5F, G, H), and DMBA+TAM (Fig. 51, J, K, L) showed several mitotic aberrations, including
multi-nucleation, giant cells, and micronuclei, as well as nuclear fragmentation that was

probably associated with death by apoptosis.

DISCUSSION

Anti-estrogenic therapies have been used for the treatment of breast carcinomas,
especially when most of the tumoral cells are estrogen receptor-positive (Bursch, 1996).
Experimental studies in vitro and in vivo have shown that mitotic activity decreases whereas
apoptotic activity increases in tumoral cell populations after the administration of anti-
estrogenic compounds like tamoxifen (Davidson et al., 1999).

The test for anti-proliferative activity showed that tamoxifen had an inhibitory
effect on cell growth in vitro, with a concentration-dependent cytotoxic action on most of
the normal and tumoral cell lines. The normal cell lines Vero, V79 and 3T3 were more
sensitive to tamoxifen than the tumoral lines UACC62, MCF-7, NCI-460, K562, OVCAR-
03, PC-03, HT-29 and NCI-ADR. The cytotoxicity of tamoxifen probably involves more
than one pathway. One pathway may be estrogen receptor-independent, as shown in several
ER-negative tumors in lung, stomach, prostate, bladder and breast cancer. In these tumors,
TAM increased the levels of transforming growth factor-B; (TGF-B;), a pleiotropic

cytokine that regulates the proliferation and functional activity of a wide range of cell types
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(Hosoya et al., 1999; Tavassoli et al., 2002; Knabbe et al., 1987). This dual action was
confirmed here since MCF-7 (tumoral breast cells) is ER-positive and NCI-ADR (drug-
multiresistent tumoral breast cells) is ER-negative (Weinstein-Oppenheimer at al., 2002),

yet both responded similarly to tamoxifen (Fig. 1).

The ER-dependent pathway involves tamoxifen binding to the ER, to form a TAM-
ER complex that competitively inhibits the binding of estrogen to its receptor. The TAM-
ER complex binds to an estrogen responsive element (ERE) that contains estrogen-sensitive
genes. As a result, the transcription of estrogen responsive genes is attenuated. Thus,
tamoxifen blocks the cell cycle in the G; phase, thereby decreasing cell proliferation
(Clemons et al., 2002). A possible explanation for the finding that normal cell lines were
more sensitive to tamoxifen (with lower ICsy among all tested) than tumoral lines could be
the higher expression of ER by normal cells. Abundant expression of ERa in V79 cells has
been shown by RT-PCR (Kong et al., 2000). This observation could account for the greater
inhibition of growth is seen in V79 cells treated with 10 uM tamoxifen. This difference
between normal and tumoral cells was not maintained at 25 uM and 50 uM tamoxifen, for
which similar growth inhibition was observed in these cell lines. In the pattern cases,
growth may have been inhibited by the cytotoxicity of tamoxifen, which could lead lead to
quicker death of both normal and tumoral cells. This conclusion agrees with studies
showing that the action of tamoxifen at low concentrations is mediated by the estrogen
receptor while an ER-independent mechanism is involved at high concentrations (Tanos et

al., 2002).
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The two renal cell lines, MDCK (normal) and 786-0 (tumoral), showed only a
cytostatic effect. The higher resistance of these cells to tamoxifen may be related to the cell
type, a loss or decrease of ER, mutations, and down-regulation (Clemons et al., 2002).

Because of this higher sensitivity to tamoxifen, V79 cells were used to assess the
effects of TAM on cell viability, structure and morphology. The annexin V-biotin test
showed that there was a progressive increase in the apoptosis and necrosis with increasing
tamoxifen concentrations.

Studies with fibroblasts transformed in vitro have shown a decrease in fibronectin on
the cell surface (Santi and Zardi 1985), that can adversely effects cell-cell and cell-substrate
interactions and lead to a loss of growth by contact inhibition and anchorage-dependency.
This may eventually trigger uncontrolled cell growth and the formation of multiple-layers
(Genari et al., 1996, 1998). Such changes were observed in scanning electron micrographs of
V79 cells exposed to TAM, DMBA and DMBA+TAM. The initial signs of cellular
transformation included the loss of contact inhibition, membrane blebbing and the appearance
of pits. There was also an increase in cell surface microvilli, indicator of cellular stress and of
approaching death. Additional morphological alterations included the formation of cellular
aggregates, that showed independent and uncontrolled growth. The new, transformed cells
differed in their characteristics from the original cells. Similar alterations were also observed
in cells exposed to DMBA (positive control).

The morphological analysis (Fig. 5) revealed mitotic aberrations, including multi-
nucleation, giant cells and micronuclei, as well as nuclear fragmentation. The latter was

associated mainly with apoptosis. These alterations may lead to genetic instability, cellular
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transformation, and cell death. These findings agree with previous studies indicating that
DMBA and TAM can lead to DNA adduct formation. This injury is responsible for the
activation of metabolic pathways that contribute for DNA fragmentation and the induction of
cell death by apoptosis or necrosis, depending on the dose and the duration of exposure to the
drug (Bursch et al., 1997; Umemoto et al., 2001; Barbisan et al., 1999).

In conclusion tamoxifen was cytotoxic to all of the cell types tested here, but was
more aggressive in normal cell lines compared to tumoral cells. In ER-positive V79 cells,
TAM induced cytotoxicity and cellular transformation in a manner similar to DMBA, a
well-known carcinogenic agent. These actions of TAM in ER-positive V79 cells may be
related to its ability to induce tumors in tissues with estrogen receptor-positive cells, such

as the uterine endometrium.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Antiproliferative effect of tamoxifen on normal and tumoral cell lines. Tamoxifen
concentration: 5, 10, 25, 50 uM; absorbance reading: A = 560 nm. Gowth between 0% and
50% indicated a cytostatic effect while growth < 0% indicated a cytocidal effect. The
experiments were done in triplicate as described in the Methods section using a panel of NCI
tumoral cells.

Figure 2: Apoptosis detected in V79 cells by flow cytometry (annexin-V -biotin-FITC),
Quadrants: lower-left - negative immunofluorescence; lower-right - annexin-V positive
(AV+) (apoptosis); upper-left - propidium iodide positive (IP +); upper-right - IP+, AV+
(necrosis). A total of 3000 cells was counted. Control cells were used to localize the cells
by their size and granularity. The experiment was done in triplicate. Note the migration of
cells from the region of negative fluorescence to that of positive fluorescence, and finally to
AV, indicating apoptosis Similar to the quadrant with double labeling (AV+, IP+),
indicating necrosis.

Figure 3: Representative scanning electron micrographs of V79 cells after 48 h of
treatment: A, B - untreated cells, C, D — DMBA, E, F - TAM - treated cells with blebs

(arrows) and pits (p), G, H — treatment with DMBA and TAM. Scale bars: A,C,E,G 20um

and B,D,F,H 8um.

Figure 4: Representative scanning electron micrographs of V79 cells after 192 h of treatment:

A, B - untreated cells, C, D - DMBA - treated cells with cell aggregates (ca) and vesicles
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(arrow), E, F - TAM - treated cells with cell aggregates (ca) and vesicles (arrow), G, H -
DMBA and TAM treated cells with cell aggregates (ca) and vesicles (arrow). Scale bars: A
20pm, C, E,G 50um, B,D,F,H §um.

Figure 5: Light micrographs of by cresyl violet - stained V79 cells after treatment: A, B -
untreated cells, C, D, E — DMBA - treated cells with multi-nucleation (arrow) and nuclear
fragmentation (arrow head), F, G, H - TAM - treated cells with giant cells (asterisk) and
nuclear fragmentation (arrow head), I, J, K, L - DMBA and TAM treated cells with giant cells
(asterisk), nuclear fragmentation (arrow head) and micronucleus (double arrow). Scale bars
A,D,F,I 40pm and B,C,E,G,H,J,K,L 16pum.

Table 1. ICs, values (concentration eliciting 50% inhibition) for TAM in various cell lines

as determined by non-linear regression analysis of the results obtained in the SRB assay;

ND — not determined; concentration range of TAM tested:

Cell line 1Cso (UM)
UACC62 | 12.66
MCEF-7 12.59
NCI-ADR | 15.83
786-0 20.59
NCI-460 6.07
K-562 ND
PCO03 4.70
OVCARO03 |14.52
HT-29 9.30
3T3 7.58
V79 2.08
MDCK 15.98
VERO ND
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FIGURE 3
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FIGURE 4
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FIGURE 5
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CAPITULO 3: CONCLUSOES

- As células normais apresentaram maior sensibilidade a agdo do tamoxifeno do que as
linhagens tumorais na concentragdo de 10 uM, evidenciando uma agdo seletiva nesta
dosagem. A linhagem V79 foi a mais susceptivel a atividade citotdoxica do tamoxifeno,
possivelmente devido a abundante expressdo de receptores de estrogeno presentes nessas

células.

- Com o aumento da concentragdo de tamoxifeno para 25 e¢ 50 uM, houve uma acio
citotoxica tanto para as células tumorais quanto para as normais, evidenciando a
potencializagdo dos efeitos toxicos dependentes da dose, levando a morte celular sem

seletividade nestas concentragdes.

- Nas linhagens renais 786-0 (tumoral) e MDCK (normal), o tamoxifeno teve efeito
citostatico apenas, esse resultado pode estar relacionado a diversos fatores como: baixa ou
nenhuma expressao de receptores de estrogeno, origem epitelial dessas linhagens ou até

mutacdes que levaram a maior resisténcia ao tamoxifeno.

- As células V79 sob acdo do tamoxifeno tiveram uma resposta dose dependente,
demonstrando um aumento progressivo da apoptose e da necrose com o aumento dose. Esse
resultado concorda com os dados obtidos no teste de atividade antiproliferativa, onde o

efeito observado foi dependente da concentracao.

- Em microscopia eletronica de varredura observamos que o tamoxifeno promoveu varias
alteragdes no padrao de crescimento e na morfologia celular como: crescimento em
multiplas camadas com formagdo de agregados celulares, evidenciando a perda da inibicao

por contato.
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- Pelos estudos morfolégicos em microscopia optica e eletronica de varredura o tamoxifeno
causou fragmentacdo nuclear, formag¢do de microntcleos além de nucleos gigantes,
aparecimento de '"blebbing" e "pits" na superficie das células, caracteristicas estas
associadas ao perfil apoptotico e que demonstram o efeito citotoxico do tamoxifeno nessas

células.
- A partir dessas caracteristicas apresentadas conclui-se que o tamoxifeno causou

transformacao das células V79, de forma semelhante a ocorrida nas células expostas ao

DMBA, o que representa um efeito negativo do tamoxifeno em nivel celular.
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Anexo 1: Modelo comparativo do mecanismo de agdo especifico do estrogeno e do tamoxifeno. O estrégeno (E), liga-se ao receptor de
estrogeno (RE) através de regides funcionais de ativagdo transcricional (AF1, AF2), essas regides quando ativadas interagem com coativadores
transcricionais (CoAl e CoA2), para estimular a atividade da RNA polimerase II (RNA Pol II) esta age em genes responsivos ao estrogeno
conhecidos como elementos responsivos ao estrogeno (ERE), regulando a atividade génica. Além disso, permitem que receptores para fatores de
crescimento (RFC) sejam expressados na superficie celular, o que permite uma ativagdo de CoAl e CoA2 a partir da ligagdo de fatores de
crescimento. O tamoxifeno (TAM) liga-se ao RE e inibe competitivamente a ligacdo do estrégeno ao RE, contudo apenas AF1 ¢ ativado e
conseqiientemente apenas genes ativados por AF1 serdo transcritos. A inativagdo de AF2 resulta em uma atenuacdo da transcri¢do levando ao
bloqueio do ciclo celular em G1, e diminuindo a proliferagdo celular, além disso, a superficie celular ficara silenciada, ndo expressando RFC,
impedindo a ligacao de fatores de crescimento.
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