Inibicao do crescimento celular induzido pela
oxaliplatina em esferdides derivados
da linhagem celular HT-29
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RESUMO

O modelo de cultivo em esferdides foi utilizado na avaliacdo do comportamento do tumor frente a
resposta ao tratamento quimioterapico. Para isto, a linhagem de adenocarcinoma de célon humano HT-
29 foi exposta a oxaliplatina em doses de 3,7 uM e 37 uM. Os esferdides foram fotografados para medir
0 crescimento da zona proliferativa e analisados quanto ao volume. Nossos resultados mostraram que
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com a dose de 3,7 uM de oxaliplatina j& ocorreu inibicdo do crescimento quando comparado com 0s
esferdides ndo tratados. Portanto o cultivo em esferdides € um bom modelo para avaliarmos a resposta do
tumor frente ao tratamento com oxilaplatina.

Palavras-chave: linhagem celular HT-29; oxaliplatina; esferdides.

ABSTRACT

In this study, we examined whether the three-dimensional culture model (spheroid) can be used to
investigate the response to chemotherapy. For this purpose spheroids derived from the HT-29 colon
adenocarcinoma cell lines were exposed to 3,7uM and 37 uM of oxaliplatin and verified the growth rate.
Our results demonstrated a decreased in growth of spheroids with 3,7 xM of oxaliplatin when compared
to untreated control. Thus, our results suggest that spheroids culture is a good model for evaluates the
response of oxaliplatin in HT-29 cell line.

Key-words: HT-29 cell line; oxaliplatin; spheroids.

INTRODUCAO

Os carcinomas da regido colorretal repre-
sentam o terceiro tipo mais comum de neoplasia
maligna e a terceira causa de mortalidade re-
lacionada ao cancer no mundo. As taxas de
incidéncia variam aproximadamente 20 vezes
em todo o mundo. Sendo, portanto uma
neoplasia importante clinicamente (JEMAL et
al., 2006). A maior incidéncia de casos ocorre
na faixa etaria entre 50 e 70 anos, fatores he-
reditarios, habitos alimentares e estilo de vida
estdo associados ao risco de desenvolver o can-
cer de colon (FEARON & GRUBER, 2001;
JEMAL et al., 2006).

Aproximadamente 70% dos pacientes com
cancer de célon se apresentam com doencga apa-
rentemente localizada no momento do diagnos-
tico. Uma vez confirmada a auséncia de
envolvimento metastatico através de exame cli-
nico, laboratorial e de imagem, estes pacientes

sdo submetidos a resseccdo cirurgica com finali-
dade curativa (ANDRE et al.,, 2004;
GRIVICICH et al., 2004). Entretanto, a
curabilidade destes pacientes depende da pre-
senca ou ndo de células tumorais ocultas, ndo
detectadas no momento do diagnostico
(SKIBBER, MINSKY & HOFF, 2001).

Nos tumores avangados o 5-Fluorouracil (5-
FU) combinado com o Leucovorin (LV) apre-
senta respostas entre 20-30% (PLATE, 2001).
Nos tumores que apresentam resisténcia ao 5-
FU utiliza-se o Tomudex, o Irinotecan ou a
oxaliplatina (GRIVICICH et al., 2004).

Dentre os agentes quimioterapicos disponi-
veis para o tratamento desta neoplasia encon-
tramos a oxaliplatina, que tem demonstrado um
importante efeito em tumores colorretais. A
Oxaliplatina (Eloxatin®; trans-I-
diaminocyclohexane oxaloplatinum) é um com-
posto platino de terceira geracdo e ativo em tu-
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mores colorretais (GIACCHETTI et al., 2000).
A oxaliplatina age através de conversao
enzimatica, se liga ao DNA resultando na inibi-
cdo da replicacdo e transcricdo (RAYMOND
et al., 1998). A oxaliplatina demonstrou ser efi-
caz no tratamento de primeira linha bem como
de segunda linha em pacientes com cancer de
colon refratdrios a terapia com 5-FU
(MACHOVER et al., 1996). A associacdo da
oxaliplatina com 5-FU/LV demonstrou importan-
te atividade na terapia de primeira linha no can-
cer colorretal (GIACCHETTI et al., 2000).

A investigacdo da resposta ao tratamento
guimioterapico utiliza como principal ferra-
menta a avaliacdo in vitro, através do cultivo
de células (FRESHNEY, 1994). Entre 0s meé-
todos de cultivo celular mais utilizados esta o
modelo de crescimento em monocamada. Este
modelo de cultivo in vitro é representado por
células com capacidade de adesdo e prolife-
racdo a um substrato plastico. Além do
substrato de adesao é necessario adicionar um
meio de cultura contendo nutrientes, que in-
cluem: aminoécidos, vitaminas, sais e glicose.
Também sdo acrescentados soros fetais que
possuem proteinas, horménios, fatores de cres-
cimento e minerais (FRESHNEY, 1994;
HARRISON, RAE & HARRIS, 1997;
FEDOROFF & RICHARDSON, 2001;
LANGDON, 2003).

Ainda gue a modalidade de cultivo na forma
de monocamada forneca diversas informacdes a
respeito da proliferacdo e comportamento celular,
a avaliacdo bidimensional apresenta nitidas limi-
tacdes quando comparada a invasdo das células
malignas in vivo. A principal limitacdo das culturas
bidimensionais relaciona-se a impossibilidade da
analise das interacOes intercelulares e das células
com a matriz extracelular (FRESHNEY, 1994; BA-

TES, EDWARDS & YATES, 2000). Desta forma,
0s modelos tridimensionais de agregados celulares
(esferdides) sdo bastante adequados e viaveis sob
ponto de vista experimental. Tais modelos propor-
cionam melhor compreensdo do comportamento
tumoral (BATES, EDWARDS & YATES, 2000;
DE RIDDER, CORNELISSEN & RIDDER, 2000;
DESOIZE, 2000; DEL DUCA, WERBOWETSKI
& DEL MAESTRO, 2004). Os esferdides
mimetizam a estrutura do tumor e algumas das suas
propriedades, exibindo gradientes de oxigénio, pH
e nutrientes e, além disso, podem apresentar areas
centrais de necrose (DESOIZE, 2000; GUNTHER
et al., 2003). Neste aspecto, os agregados
tridimensionais proporcionam um ambiente equi-
valente a neoplasia in vivo podendo ser utilizados
na avaliacdo de quimioterapicos e no estudo da
resisténcia a radiacao ionizante (FRESHNEY, 1994;
BAUMAN et al., 1999; DESOIZE, 2000).

Neste estudo, utilizamos o modelo em culti-
vo em esferdides para avaliar o comportamento
do tumor frente a resposta ao tratamento
guimioterapico.

MATERIAL E METODOS

Manutencao dos
Cultivos Celulares

A linhagem celular de carcinoma de célon
humano HT-29 foi adquirida do American Type
Culture Collection (Rockville, MD, EUA). As cé-
lulas foram mantidas em frascos de cultura de
25 ¢cm? ou 75 cm? com meio de cultura RPMI-
1640 contendo 10% de soro fetal bovino a 37 °C
em atmosfera de 5% de CO, e umidade de no
minimo 95%.
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As culturas foram mantidas em crescimento
exponencial através do subcultivo das células a
cada dois dias em meio de cultura completo. Os
frascos com células em semiconfluéncia foram
utilizados nos experimentos.

Producédo dos Esferdides

A linhagem celular HT-29 foi cultivada em
monocamada, dissociadas enzimaticamente e esta
solucdo celular foi transferida para uma placa de
Petry coberta com 0,15 % de Agar em meio de cul-
tivo DMEM. As células ficaram encubadas durante
cinco dias, tempo necessario para 0s agregados
celulares (esfer6ides) atingirem o tamanho de 200
mmé (GUNTHER et al., 2003). Os esferoides fo-
ram observados diariamente em microscopio in-
vertido Leica DMIL.

Tratamento com Oxaliplatina

Os esferdides foram tratados durante 15 dias
com doses de 3,7 uM e 37 uM de oxaliplatina.
A dose de 3,7 uM corresponde ao valor de IC,
(concentracdo da droga que inibe 50% do cres-
cimento celular) obtido com o cultivo da linha-

gem HT-29 em monocamada. A dose de 37 IM
e equivalente a dez vezes o valor do IC,;

Avaliacdo do Crescimento Celular
e Resposta ao Tratamento

Para avaliar o crescimento dos esferdides ao
longo do tempo, os esferdides com volume de
200 mm? foram coletados e transferidos indivi-
dualmente para placas de cultivo de 24 wells com
0,15 % de Agar em DMEM. Os esferdides foram
fotografados para medir o seu volume durante
20 dias e as imagens foram analisadas com o
software Image J (versdo 1.32).

RESULTADOS E
DISCUSSAO

A fim de caracterizar o comportamento dos
esferdides da linhagem HT-29 frente ao trata-
mento com oxaliplatina, foram realizados expe-
rimentos avaliando o padrdo de crescimento dos
mesmos. Os esferdides que apresentaram 200
mm? (Figura 1) foram acompanhados durante
20 dias e mesurados diariamente.

Figura 1 - Esferéide obtido da linhagem de carcinoma de célon humano HT-29.

Revista de Iniciagdo Cientifica da ULBRA - 2006



Os esferdides da linhagem de carcinoma de
colon humano HT-29 cresceram até o décimo
quinto dia de cultivo. A partir do décimo sexto
dia os esferdides entram em processo de desagre-

gacdo (Figura 2). Estas caracteristicas estdo de
acordo com as apresentadas por Nirmala (2001),
segundo o qual o volume de crescimento dos
esferdides torna-se saturado ao longo do tempo.
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Figura 2 - Curva de Crescimento dos esferdides da linhagem de carcinoma de célon humano HT-29. Os
resultados expressam as médias + desvio padrdo de 3 experimentos independentes.

O efeito anti-proliferativo da oxaliplatina na
linhagem celular HT-29 foi avaliado durante 15
dias de cultivo com a droga. Os valores obtidos
na placa de controle foram comparados aos en-
contrados nas placas tratadas com a oxaliplatina
(Figura 3). A andlise do volume dos esferdides
demonstrou que a dose de 3,7 uM levou a mor-
te significativa dos esferdides a partir do sexto

dia de tratamento com a oxaliplatina. Ja a dose
de 37 M impediu o crescimento dos esferdides
durante os 15 dias de tratamento. Podemos su-
gerir que o cultivo em esfer6ides € um bom mo-
delo para avaliar a resposta ao tratamento
guimioterapico. Nossos resultados vao de encon-
tro com o demonstrado por NICHOLSON et al.
(1997) com tumor de mama.
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Figura 3 - Efeito do tratamento com oxaliplatina no Crescimento de esferdide de HT-29 durante 15 dias. Os
resultados expressam as médias + desvio padrdo de 3 experimentos independentes.
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CONSIDERACOES FINAIS

Nossos resultados demonstraram que é pos-
sivel desenvolver esferdides a partir da linha-
gem celular de carcinoma de c6lon humano HT-
29. Além disso, observamos que a oxaliplatina
possui um potente efeito inibitorio no tratamen-
to do cancer de coélon. Mais ainda, nossos resul-
tados demonstram que ndo existe diferenca en-
tre os métodos de cultivo de monocamada e
esferdides no que se refere a resposta ao trata-
mento com oxaliplatina.

Com base nos resultados obtidos com a
oxaliplatina comecamos a desenvolver novos
experimentos testando outros agentes
antineoplasicos como o Irinotecan e 5-
Fluorouracil a fim de avaliarmos e compararmos
0s resultados obtidos no primeiro experimento.
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