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Avaliacao do papel da autofagia em ceélulas de adenocarcinoma pancreatico durante o tratamento com gemcitabina.
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O adenocarcinoma (ADP) e 0 cancer de pancreas mais COMUM, | inhagens de Células de ADP PANC-1 tratadas 0
correspondendo a 90% dos casos. A dificil deteccao e o comportamento agressivo gm GEM (0.1 uM, 0.5uM, 1 uM e 10uM) por 48h 0 cell count
levam a altas taxas de mortalidade. A Gemcitabina (GEM) é o quimioterapico classico seguido de replac’queame’nto em meio livre de 46 Dru

de primeira escolha, usualmente combinado a outros quimioterapicos como O droga. Ao longo de 15 dias foram avaliados a
Paclitaxel (PAC), mas ainda sem trazer b_oas perspectivas aos pacientes. _ASS|m, O proliferacéo celular(Cumulative Population
estudo de eventos celulares, como autofagia, podem trazer novas perspectivas para Doubling e ensaio clonogénico), autofagia
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terapia de ADP. (laranja de acridina - AO), a quantidade de | $ 9 9 $ ®
Objetivo mitocondrias (Mitotracker) e a quantidade de
Avaliar a resposta das células de ADP a multiplos ciclos de tratamento com GEM e  espécies reativas de oxigénio (DCFH) . : : 9 : 9 9

PAC, em perfil de tratamento semelhante ao regime clinico, com foco em medidas de
autofagia, morte celular e estresse oxidativo.

Resultados 3. Aumento de células em autofagia apos tratamento com GEM: O tratamento com GEM aumentou a
1. GEM afeta a viabilidade de ADP: Observamos na curva de dose uma porcentagem de células AO+ a longo prazo, o que poderia auxiliar na adaptacao das células ao estresse
reducao dose-dependente da proliferacdo celular ao longo dos 10 dias pos e sobrevivéncia a longo prazo (Fig. 4).

tratamento (Fig. 1) e também que a GEM reduz o Numero de Células com :
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) DB bug-Free Medium - " delimitada em vermelho na Fig. 2. 4. Massa mitocondrial e formacédo de ROS: Observamos uma reducao da quantidade de mitocondrias
0 (N=3). (B) Ensaio clonogénico.  nas células tratadas, especialmente apdés as 48h do tratamento (Fig. 5). Uma vez que observamos

01234567 8910111213 ';';gnnei;?(,ilezp{fsemam onimerode 5, mento da marcacdo com AO, é possivel que a GEM induza mitofagia nas células de ADP. Ja quanto a
Days especies reativas de oxigénio (ROS), observamos uma reducdo na quantidade de espécies reativas
celulares para todas as doses (Fig. 5). Esta reducao poderia estar associada a reducao da quantidade de

2. Alteracdes Morfoldgicas apos tratamento com GEM : Gemcitabina Induz A
mitocondrias que observamos.

AlteracGes Morfologicas Agudas e a Longo Prazo em Células de ADP.
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Fig. 5 — Massa mitocondrial medida por marcacdo com Mitotracker Red e Quantidade de espécies reativas de oxigénio
medidas por marcagao com DCFH - Gemcitabine (0.1 — 10 uM) (N=1).

5D

SSC-A (1076)
SSC-A (1076)

SSC-A (1076)

Conclusao
g T « Observamos um aumento da porcentagem de células com caracteristicas de autofagia

concomitante com a reducé&o da massa mitocondrial e reducao da quantidade de espécies
reativas de oxigénio, sugerindo que o dano causado pela GEM, direta ou indiretamente, induz a

100 reducao da massa mitocondrial e ativacao de autofagia.
« A GEM parece induzir mitofagia nas células de ADP, e os niveis de mitofagia podem estar
associados a sensibilidade ao tratamento. Entretanto, a partir de 5d a populacao de ceélulas de
ADP tratadas com GEM voltou a crescer, sugerindo uma recuperacao do dano causado pela
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i B, I S a * Realizar o experimento completo para a curva de tempo proposta, incluindo o tratamento com

Paclitaxel.
FIGURA 3 - Morfologia das células PANC-1 tratadas com GEM apo6s 48h e a longo prazo. (A) . - ‘e : . . : .
[TEEETE s e fves AR 6 TEE e can ©lm 1Sses 20 i, (2) Crilan GE Fae Avaliar marcadores especificos de autofagia e mitofagia, bem como modular a autofagia a fim

(tamanho — eixo x) versus SSC (complexidade — eixo y) (N=3). de sensibilizar as células de ADP a GEM e ao PAC.
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