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1. INTRODUCAO

O AZT (3’-Azido-3’-deoxythymidine) ou zidovudina, € um composto utilizado
no tratamento da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), devido a sua atividade anti-
retroviral e inibidora da transcriptase reversa. Este composto também apresenta
atividade antitumoral devido a inibicAdo do crescimento celular, inibicdo da
telomerase e da timidina quinase (WAGNER et al., 1997; CHOW WA et al., 2009;
PRIEGO EM et al., 2012). Muitos trabalhos tem demonstrado o potencial de uso
terapéutico do AZT contra tumores, principalmente de mama (JI HJ et al., 2005;
MODICA-NAPOLITANO JS, et al., 2003)

Por ser um nucleosideo sintético que ndo possui a hidroxila da posicao 3', o
AZT é capaz de interromper o alongamento da cadeia do DNA e de agir como
inibidor competitivo da timidina-quinase (WEBBER et al.,1990). Além disso, pode
induzir toxicidade mitocondrial, através da inibicdo da sintese de DNA mitocondrial
(SCRUGGS; DIRKS NAYLOR, 2008). Entretanto, estas caracteristicas também séo
responsaveis pelos efeitos colaterais indesejaveis do composto (SCRUGGS; DIRKS
NAYLOR, 2008). Modificacdes na estrutura do AZT tem sido realizadas na busca por
derivados e analogos que apresentem efeitos mais relevantes em células tumorais e
com menor efeito sobre as células ndo-tumorais. O presente trabalho tem como
objetivo comparar o potencial de indugcéo de apoptose por AZTs modificados sobre
células de adenocarcinoma de mama e células ndo tumorais a fim de contribuir com
o desenvolvimento de possiveis novas abordagens terapéuticas para o cancer de
mama.

2. METODOLOGIA
2.1 SINTESE DOS DERIVADOS DE AZT

As moléculas modificadas foram sintetizadas pelo grupo de pesquisa do
professor Oscar Endrigo Dorneles Rodrigues da UFSM. O grupo trabalha com
alteracdes na estrutura do AZT na busca por um derivado com melhores atividades
antitumorais. Assim, o grupamento hidroxila (-OH) da molécula de AZT foi
substituido por outros grupamentos, conforme ilustrado na Figura 1.
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Figura 1. AZT e moléculas derivadas com substituintes no grupamento hidroxila.
2.2 CULTURA CELULAR

Fibroblastos de ovario de hamster (linhagem CHO) e células de
adenocarcinoma de mama humano (linhagem MDA-MB231) foram obtidas do banco
de células do Rio de Janeiro (PABCAM, Universidade Federal do Rio de Janeiro, RJ,
Brasil) e foram cultivadas, respectivamente, em DMEM e Leibovitz suplementados
com 10% de soro fetal bovino (FBS). As células cresceram em atmosfera controlada
a 37°C em estufa umidificada com 5% de CO2. Os experimentos foram realizados
com as células em fase logaritmica de crescimento.

2.3AVALIACAO DA INDUCAO DE APOPTOSE

As células foram cultivadas em placas de 12 pocos com uma densidade de
2x10° células/poco por 24 horas em estufa antes da adicdo dos tratamentos. Foram
testadas concentracbes de 50 e 100 uM por 48h, pois concentragcdes mais baixas
nao apresentaram efeito inibitério significativo avaliado anteriormente por MTT.
Foram avaliados também o controle negativo (DMEM+SFB) e o controle do veiculo
de diluicdo dos AZTs (DMSO) no maior volume relativo.

Apoés o periodo de incubacéo, as células foram tripsinizadas, coletadas e
contadas para a realizacdo da coloracdo com Annexin V-PE/7AAD conforme
instrucdes do fabricante. Apds 20 min de incubacdo com o corante, as células foram
analisadas em citdmetro de fluxo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os testes evidenciaram seletividade da inducédo de apoptose dos compostos sobre
células tumorais. As células ndo tumorais, linhagem CHO, apresentaram um
percentual médio de células em apoptose inicial [Anexin V-PE (+)/7AAD (-)] de
23,6%, 15,4%, 12,2% no tratamento com 0S compostos AZT1o72, AZT1079 € AZT 1073,
respectivamente, na concentracédo de 100 uM e 8,2% no tratamento com 0 composto
AZT1072 na concentracdo de 50 pM. Nas demais concentracbes, a inducdo de
apoptose nao foi significativa em relagéo ao controle (P>0,05) (Fig. 1).

Para as células tumorais, o percentual de células em apoptose inicial [Anexin V-PE
(+)/7TAAD (-)] foi de 36,6%, 34,4%, 34,2% e 3,8% nos tratamentos com 100 uM de
AZT1072, AZT1073, AZT1079 € AZT, respectivamente e 25,9%, 30,6%, 34,9% e 3,3%
nos tratamentos com 50 uM. O percentual de células em apoptose tardia ou mortas
[Anexin V-PE (+)/7AAD (+)] foi de 66,9%, 63,5%, 61,6% e 2% nos tratamentos com
100 uM de AZTio72, AZT1073, AZT1079 € AZT, respectivamente e de 55,4%, 22,6%,
37,4% e 1,8% nos tratamentos com 50 puM. Com excec¢do do AZT, todos os



compostos apresentaram diferencas significativas em relagédo ao controle (P<0,05)
(Fig.2).

Testes anteriores ainda ndo publicados demonstraram efeito inibitorio destes
compostos sobre a proliferacdo celular coerente com as taxas de inducdo de
apoptose encontradas no ensaio de citometria de fluxo. O composto AZT1o72 foi 0
que apresentou o resultado mais efetivo na menor concentragéo, apresentando um
percentual de células viaveis de aproximadamente 20% no tratamento com 50 uM, o
gue o torna um agente promissor para a terapéutica do cancer de mama. Entretanto,
novos testes tem de ser realizados para elucidar melhor o mecanismo de acao deste

composto e as vias de morte celular.
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Figura 2. Inducdo de apoptose por AZTs modificados em células de ovario de
hamster, linhagem CHO. O composto 1072 foi capaz de induzir apoptose em ambas
as concentracbes com diferenca significativa do controle. Os compostos 1072, 1073
e 1079 induziram apoptose de maneira significativa somente na concentracdo de

100 pM.
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Figura 3. Inducéo de apoptose por AZTs modificados em células de linhagem de
cancer de mama metastatico, MDA-MB-231. Letras diferentes indicam diferencas
significativas (P<0,05).



4. CONCLUSOES

Foi possivel observar que os derivados sintéticos de AZT tiveram atividade
apoptoética sobre células tumorais de mama, com baixa acdo em células néo-
tumorais, dos quais o composto AZTio72 Se destacou por apresentar agdo na
concentragédo mais baixa, sendo assim um agente terapéutico promissor.
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