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RESUMO

O céancer constitui um grande problema de saude publica e é, atualmente,
a segunda principal causa de morte por doenca no mundo. Os agentes
farmacoldgicos utilizados no tratamento do cancer incluem uma grande variedade de
compostos que atuam de varias formas, nos mecanismos de sobrevivéncia,
proliferacdo e migragdo celular. Dentre as novas classes de farmacos em estudo
para tratamento do cancer estdo os inibidores das histonas deacetilase (iIHDAC),
inibidores da 3-Hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase (HMG-CoA redutase) e os
agonistas do receptor gama ativado pelo proliferador de peroxissomo (PPARy). O
objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial antitumoral e os efeitos toxicolégicos,
em modelos experimentais in vitro e in vivo, do acido valpréico (inibidor de histonas
deacetilases), da atorvastatina (inibidor da HMG-CoA redutase), e da pioglitazona
(agonista do PPARY) isoladamente e em combinacdo. A avaliacdo da citotoxicidade
foi realizada pelo método do MTT, nas linhagens de NCI-H292, Hep-2, K562 e
carcinoma de Ehrlich (C.E). Os resultados apresentados no ensaio do MTT
mostraram que o acido valproico, usado isoladamente, é citotéxico na linhagem de
C.E com Clso de 10,8 pg.mL™. A atorvastatina usada isoladamente mostrou Cls de
5,54 pg.mL? em NCI-H292, e a associacdo de atorvastatina com pioglitazona
mostrou-se altamente citotéxica em células das linhagens de NCI-H292, Hep-2 e
C.E com Clsg de 3,75, 23,02 e 11,39 pg.mL™ respectivamente. Na avaliacdo da
atividade antitumoral in vivo todos os farmacos e suas combinacdes apresentaram
inibicio de crescimento do carcinoma de Ehrlich. O Acido valpréico usado
isoladamente e a combinacdo de atorvastatina com pioglitazona apresentaram
inibicBes de 60,2 e 64,9% respectivamente. Os parametros toxicologicos avaliados
mostraram que os farmacos induzem poucos efeitos toxicos. Todos esses dados
sugerem que o acido valproéico, a atorvastatina e a pioglitazona, bem como suas
combinacdes, apresentam potencial antineoplasico em diferentes graus e,

posteriormente, podem representar um grande recurso terapéutico.

Palavras-chave: Acido valproico. Atorvastatina. Pioglitazona. Cancer. Atividade

antitumoral. Citotoxicidade.



ABSTRACT

Cancer is a major public health problem and is currently the second leading cause of
death by disease in the world. Pharmacological agents used in cancer treatment
include a wide variety of compounds that act in various ways, in the mechanisms of
survival, proliferation and cell migration. Among the new classes of drugs being
studied to treat cancer are the histone deacetylases inhibitors (iIHDAC), inhibitors of
3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase (HMG-CoA reductase inhibitors)
and peroxisome-proliferator-activated receptor-gamma (PPARYy) agonists. The aim of
this study was to evaluate the potential antitumor and toxic effects in experimental
models in vitro and in vivo, of the valproic acid (IHDAC), atorvastatin (HMG-CoA
reductase inhibitors) and pioglitazona (PPARy agonists) alone and in combination.
The cytotoxicity evaluation was performed by MTT method, in cell lines of NCI-H292,
Hep-2, K562 and Ehrlich carcinoma (EC). The results shown in the MTT assay
showed that valproic acid, used alone, is cytotoxic in the line of CE with ICsy of 10.8
ug.mL™. Atorvastatin, used alone, showed ICsg of 5.54 pg.mL-1 in NCI-H292, and the
combination of atorvastatin and pioglitazone was highly cytotoxic in cells lines of NCI-
H292, Hep-2 and EC with IC50 of 3.75, 23.02 and 11.39 pg.mL-1 respectively. In the
evaluation of antitumor activity in vivo all drugs and their combinations showed
inhibition of growth of Ehrlich carcinoma. The valproic acid used alone and the
combination of atorvastatin and pioglitazone showed inhibitions of 60.2 and 64.9%
respectively. Toxicological parameters evaluated showed that the drugs induce few
toxics effects. All these data suggest that valproic acid, atorvastatin and pioglitazone,
as well as combinations thereof have anticancer potential in different degrees and,

subsequently, may represent a major therapeutic resource.

Key-words: Valproic acid. Atorvastatin. Pioglitazone. Cancer. Antitumor activity.

Cytotoxicity.
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1. INTRODUCAO

Céancer é um termo genérico para um grupo de mais de 100 doencas que
podem afetar alguma parte do corpo. Uma caracteristica definida do céancer é o
surgimento de células anormais que crescem além de seus limites usuais e que podem
invadir partes adjacentes do corpo e se espalhar para outros O0rgados, um processo
conhecido como metastase, que é a sua principal causa de morte. O cancer € uma
doenca genética que pode ocorrer em todos os tipos de tecido do organismo sendo
consequéncia de uma mudancga patoldgica na informacédo contida no DNA. Origina-se a
partir de mutacdes que alteram a expressdo de genes codificadores de proteinas
comprometidas com o controle da proliferacdo e da diferenciacdo celular ou, ainda,
envolvidas nos mecanismos de reparo do DNA. Em conseqiiéncia dessas alteragbes —
atualmente reconhecidas como marcas comuns de todos os tipos de cancer — as células
adquirem vantagens proliferativas sobre as suas congéneres normais, formando tumores,
invadindo tecidos circunvizinhos e podendo propagar-se a distancia (KLUG; CUMMINGS,
2002; KATZUNG, 2003).

As Principais caracteristicas das células cancerigenas sao a auto-suficiéncia
de sinalizacdo de fatores de crescimento, insensibilidade aos inibidores do crescimento,
blogueio da apoptose, potencial replicativo ilimitado, inducdo a angiogénese, poder de
invasdo e capacidade de migracdo (HANAHAN; WEINGER, 2000). Além disso, as células
gue sofrem transformacdes neoplasicas, geralmente, apresentam mecanismos de escape
contra as respostas inatas e adaptativas do sistema imune (SMYTH et al.,, 2006;
APTSIAURI et al., 2007).

O processo de carcinogénese, em geral, € lento, podendo levar varios anos
para que uma célula cancerosa origine um tumor detectavel. Esse processo passa por
momentos distintos que correspondem aos estagios de iniciacdo, promocao e progressao
do tumor. Esses estagios representam respectivamente um dano ao DNA da célula
provocado por um agente (oncoiniciador), a transformacdo da célula iniciada em uma
célula maligna e por ultimo a multiplicagdo descontrolada, caracterizando a instalacdo do

cancer, que evolui até o surgimento das primeiras manifestacdes clinicas da doenca
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(SPENCE & JONHSTON, 2001; KUMMAR et al., 2004: JUNG et al., 2006; SPANDIDOS,
2007).

As neoplasias malignas séo classificadas de acordo com o tipo de célula
normal que a originou, e ndo de acordo com 0s tecidos para os quais se espalhou. Isso é
0 que pode se chamar de classificacdo priméaria. Os processos invasivos e metastaticos,
bem como a série de anormalidades metabdlicas decorrentes do cancer, provocam
doenca e morte eventual do paciente, a ndo ser que a neoplasia possa ser erradicada
com o tratamento (KATZUNG, 2003; KUMMAR et al., 2004; INCA, 2009).

AvaliacGes epidemiologicas demonstram que 0 cancer constitui um grande
problema de salde publica tanto nos paises desenvolvidos como nos paises em
desenvolvimento, sendo a segunda principal causa de morte por doenca no mundo. O
namero de pessoas que morrem de cancer a cada ano em todo o mundo supera as
mortes por AIDS, tuberculose e malaria juntos (MATHERS; LONCAR, 2006; BOYLE;
LEVIN, 2008). Os canceres de pulméo, estbmago, figado, célon e mama sédo os de maior
ocorréncia e mortalidade no mundo (WORLD HEALTH ORGANIZATION - WHO, 2009).
Segundo o Instituto Nacional do Cancer — INCA (2009), no Brasil, as estimativas para o
ano de 2010 e vélidas também para o ano de 2011, apontam que ocorrerdo 489.270

novos casos de cancer.

Existem trés tipos principais de tratamento para o cancer: cirurgia, radioterapia
e quimioterapia, recentemente novas modalidades terapéuticas se tornaram usuais, como
a terapia de fotoirradiacdo e a imunoterapia. O objetivo de cada um destes tratamentos €
erradicar o cancer, porém, na maioria dos casos, € necessaria a associacdo de mais de
um tipo de tratamento (KATZUNG, 2003; KUSUZAKI et al., 2007; HERR; MORALES,
2008).

Os agentes farmacoldgicos utilizados no tratamento do cancer incluem uma
grande variedade de compostos que atuam de varias formas, interferindo nos
mecanismos de sobrevivéncia, proliferacdo e migracdo celulares. Apesar do
desenvolvimento dirigido no sentido de torna-los capazes de acdo seletiva sobre os
tecidos neoplasicos, o0s agentes atualmente disponiveis manifestam toxicidade

significativa sobre os tecidos normais como maior complicacdo do seu uso, devendo-se
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considerar criteriosamente o0 risco versus beneficio quando se usam esses agentes
(BITTENCOURT; BRUNSTEIN, 2004).

Alguns estudos recentes relatam o desenvolvimento de varias classes de
farmacos com mecanismos de acdo definidos, que incluem agentes indutores da
diferenciacdo (DRUMEA et al., 2008), agentes antimetastaticos (PEREZ; DANISHEFSKY,
2007), agentes antiangiogénicos (KHOSRAVI-SHAHI; FERNANDEZ-PINEDA, 2008).
Muitas pesquisas também tém sido focadas para os modificadores da resposta bioldgica,
gue alteram as reagfes metabdlicas e imunoldgicas entre o tumor e o hospedeiro
(FRAZER et al., 2007).

Apesar de todo o avanco no tratamento do cancer, a resisténcia a farmacos
constitui um dos maiores problemas na quimioterapia. Verifica-se o desenvolvimento de
resisténcia adquirida em varios tipos de tumores sensiveis a farmacos.
Experimentalmente, a resisténcia a farmacos pode ser altamente especifica para um
Unico farmaco e, em geral, baseia-se numa alteracdo do aparelho genético das células
tumorais, com amplificacdo ou aumento da expressdo de um ou mais genes especificos
(KATZUNG, 2003; KUMMAR et al., 2004).

Dentre as novas classes de farmacos em estudo para tratamento do cancer
estdo os inibidores das histonas deacetilase (iIHDAC), inibidores da 3-Hidroxi-3-
metilglutaril coenzima A redutase (HMG-CoA redutase) e agonistas do receptor gama

ativado pelo proliferador de peroxissomo (PPARY).

Neste trabalho foram avaliados o potencial antitumoral e os efeitos
toxicologicos, em modelos experimentais in vitro e in vivo, do acido valpraéico (inibidor de
histonas deacetilases), da atorvastatina (inibidor da HMG-CoA redutase), e da

pioglitazona (agonista do PPARY) isoladamente e em combinag&o.
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2. OBJETIVOS:

2.1. Geral

Avaliar o potencial antitumoral e os efeitos toxicologicos do acido

valpréico, atorvastatina e pioglitazona isoladamente e em associacao.

2.2. Especificos

- Determinar o efeito citotoxico dos farmacos isolados e em combinacdo em

linhagens de células tumorais humanas e murina.

- Determinar o efeito dos farmacos isolados e associados no crescimento do

carcinoma de Ehrlich in vivo.

- Avaliar os efeitos induzidos pelo tratamento com os farmacos isolados e em

combinac¢édo na massa corpoérea e peso dos 6rgaos.

- Avaliar o efeito dos farmacos isolados e em combinacdo nos parametros

hematolégicos in vivo.

- Avaliar a toxicidade em 0Orgdos vitais induzida pelo tratamento com os farmacos

isolados e associados através da andlise anatomopatoldgica e histopatoldgica.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Inibidores das histonas deacetilase

Inicialmente, as proteinas histonas foram consideradas componentes
meramente estruturais, que reinem uma grande quantidade de DNA genémico em
uma estrutura que pode ser facilmente acomodada pelo nucleo das células.
Entretanto, atualmente, sdo reconhecidas pelo seu envolvimento na manutencéo do
equilibrio dinAmico da cromatina. Existem cinco tipos de histonas (H1, H2A, H2B, H3
e H4), H3-H4 e H2A-H2B formam dois dimeros que compdem o octamero central do
nucleossomo. H1 é também conhecida como histona ligante, pois sdo necessarias
para formacdo dos complexos histona-DNA, além disso, juntamente com outras
proteinas ndo histonas estdo envolvidas na estruturacdo e organizacdo da cromatina
(MARGERON et al., 2005).

As caudas N-terminal das histonas estdo sujeitas a uma rica variedade de
modificacdes por ligacdes covalentes pos-traducionais (PETERSON; LANIEL, 2005;
MERSFELDER; PARTHUN, 2006). A descoberta dessas modificacbes aconteceu
no inicio da década de 60, quando pesquisadores notaram a correlacdo entre a
acetilacdo das histonas aumentada e o aumento da transcricdo (ALLFREY;
FAULKNER; MIRSKY, 1964). Essas modificacbes afetam a funcdo dos
cromossomos através de dois mecanismos distintos. Primeiro: aproximadamente,
todas as modificacdes alteram a carga eletrostatica das histonas e isso, a principio,
pode mudar propriedades estruturais das histonas e ligantes do DNA (LIZUKA;
SMITH, 2003; COSTELLOE, et al., 2006) Segundo: tais modificagdes podem criar,
estabilizar, romper ou ocluir dominios de interagdo na cromatina para proteinas
regulatorias, como fatores de transcri¢cao, proteinas envolvidas na condensacao da
cromatina e reparo do DNA (ROSA; CALDAS, 2005; HAKE; XIAO; ALLIS, 2004).
Assim, constituem a principal categoria de controle transcricional epigenético
(GALM; HERMAN; BAYLIN, 2006).

Algumas modificacbes nas caudas das histonas estdo associadas a genes

ativos (acetilacédo), enquanto outras estdo associadas tanto a genes ativos como a
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genes silenciosos (metilagéo) (LIZUKA; SMITH, 2003; MELLOR, 2006). A posicéo
das modificacdes também esta associada as funcdes, por exemplo, a metilacdo nas
lisinas 4, 36 e 79 da histona H3 (H3) esta associada a genes ativos, enquanto nas

lisinas 9 e 27 esta associada a genes silenciosos (MELLOR, 2006).

A acetilacdo, modificacdo mais extensivamente estudada, é controlada por
duas familias de enzimas: as histonas acetiltransferases (HAT) e as histonas
deacetilases (HDAC). O desequilibrio da acetilacdo e desacetilacdo das histonas em
regides promotoras contribui para a desregulagdo da expressao génica e tem sido
associado a carcinogénese e a progressdao do cancer (KOUZARIDES, 1999;
LEHRMANN et al., 2002). Tanto histonas acetiltransferases (HAT) quanto histonas
desacetilases (HDAC) possuem importante papel na regulacdo da expresséo génica
através da modificacdo da cromatina. Histonas acetiltransferases transferem grupos
acetil para residuos de lisina aminoterminal nas histonas, que resulta na expansao
local da cromatina e no aumento da acessibilidade de proteinas regulatérias do
DNA. Entretanto, HDAC catalisam a remocdo de grupos acetil, levando a
condensacdo da cromatina e repressdo transcricional (ROTH et al., 2001;
THIAGALINGAM et al., 2003).

As histonas deacetilases tém sido divididas em quatro classes diferentes, e
estdo sendo minuciosamente estudadas devido a dois motivos principais: primeiro,
elas tém sido relacionadas com a patogénese do céncer, assim como de varias
outras doencas; segundo, pequenas moléculas inibidoras das HDAC (iHDAC)
possuem a capacidade de interferir com a atividade destas enzimas e podem,
portanto, atingir efeitos biolégicos significantes em modelos pré-clinicos de cancer
(MINUCCI; PELICCI, 2006).

Inibidores das histonas deacetilases (IHDAC) tém emergido como uma nova
classe de agentes anticancer. Estes iIHDAC tém demonstrado atividades contra
diversos tipos de cancer e notaveis efeitos na proliferacdo de células tumorais, na
morte celular programada e na diferenciacdo e angiogénese tumoral in vitro e in vivo
(JOHNSTONE; LICHT, 2003). Alguns inibidores dessa enzima demonstraram
potencial terapéutico, em fases iniciais de testes clinicos para malignidades
hematologicas como linfoma cutaneo de células T, sindromes mielodisplasicas e
linfoma difuso de células (MARKS; JIANG, 2005; JABBOUR; GILES, 2005). A
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diferenciacdo e a morte celular sdo os principais efeitos induzidos pelos iIHDAC, em
células tumorais, esses efeitos sdo variaveis de acordo com o tipo de histona
deacetilase e a dose do inibidor administrada (Figura 1) (BOTRUGNO; SANTORO;
MINUCCI, 2009).

A “AY
iHDAC _{ HDACx -—| HDACx Diferenciacio
> HDACy Morte celular
HDACx Diferencia¢do
R
— HDACy. Morte celular
“B”
Célula tumoral IHDAC_' HDACy
B .
Doses baixas — HDACx Diferenciaciio
—
HDACy Morte celular
“ ”
>>HDACX

iHDAC > HpAcy

----4 Diferenciagiio

L »
Morte celular

Célula tumoral Doses elevadas

FIGURA 1. Modelo especulativo sobre os diferentes mecanismos de a¢édo dos inibidores de
histonas deacetilase (adaptado de: BOTRUGNO; SANTORO; MINUCCI, 2009)

Os principais efeitos anticancer dos inibidores das histonas deacetilase estao
correlacionados com mecanismos dependentes e independentes de transcricdo
ligados a proteinas histonas e nao-histonas. O efeito predominantemente
demonstrado em células tumorais pelos IHDAC € a apoptose, recentemente foi
descrito que a morte celular provocada por essa classe de agentes também pode
ocorrer por autofagia (BOLDEN; PEART; JOHNSTONE, 2006) (Figura 2).
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FIGURA 2. Bases moleculares da morte celular induzida por inibidores de histonas deacetilase

A hiperacetilacdo promove o0 relaxamento da cromatina e aumenta a
acessibilidade dos complexos de transcricdo de DNA, resultando em ativacédo e/ou
repressdo de genes. Muitos fatores de transcricdo (incluindo p53, E2F-1 e
transdutores de sinais e ativadores de transcricdo - STATS) sdo diretamente
acetilados durante o tratamento com IHDAC (BOLDEN; PEART; JOHNSTONE,
2006). A acetilagdo desses Fatores modula seletivamente a expressao de genes
pro-apoptéticos e a diminuicdo da expressdo de genes pro-sobrevivéncia, Além

disso, iIHDAC induzem a geragao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e inibem
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0s processos de reparo de DNA, para possivelmente iniciar ou reforcar a sinalizacao
da apoptose em células tumorais (YUAN et al., 2005; YOO; JONES, 2006; LANE;
CHABNER, 2009).

A acetilagdo das proteinas ndo-histonas pode promover a inducdo de
apoptose independentemente da expressdo génica, pela modulacdo das interacdes
entre proteinas e regulando indiretamente a estabilidade e funcdo de proteinas
oncogénicas. Por exemplo, a hiperacetilacdo provocada por iIHDAC na proteina
Ku70, que atua como um regulador no DNA, promove a dissociagdo dos complexos
Ku70-Bax, permitindo que o pré-apoptético Bax pertencente a familia de proteinas
Bcl-2 seja translocado para a mitocondria, provocando apoptose pela via intrinseca.
A hiperacetilacdo da chaperona Hsp90 promove a desnaturacdo de proteinas
Hsp90-dependentes, muitas delas sao necessarias para proliferacéo e sobrevivéncia
de células tumorais, incluindo a tirosina quinase Bcr-Abl e o receptor FLT3. Os
iIHDAC podem também promover a formacéo de agregados de proteinas citotoxicas
através da inibicdo da histona deacetilase 6 (HDACG6), cuja atividade € necessaria no
transporte de proteinas degradadas para os agressomos (INSINGA et al., 2005;
NEWBOLD et al., 2008; PARMIGIANI et al., 2008).

Embora o principal mecanismo de acado relacionado aos iHDAC seja a
apoptose, muitos autores corroboram com a hip6tese de que essa classe de
moléculas estd envolvida em uma grande multiplicidade de efeitos (Figura 3),
podendo desencadear diferentes mecanismos supressores ao desenvolvimento do
cancer (DEROANNE et al., 2002; ROSATO et al., 2003; SHAO et al.,, 2004,
SUTHEESOPHON et al., 2005).

O &cido valproico (VPA) (FIGURA 4) € um &acido graxo com propriedades
anticonvulsivantes utilizados no tratamento da epilepsia. O VPA inibe a enzima
GABA-transaminase, que funciona catabolizando o &cido gama-aminobutirico
(GABA). A atividade anticonvulsivante da droga esta relacionada ao aumento das
concentracbes cerebrais de GABA e a inibicdo dos canais de sddio. Tem sido
demonstrado também que o &cido valpréico é um inibidor das histonas deacetilase
do tipo 1 (HDAC1). HDAC1 Tem relagéo direta com o desenvolvimento do cancer e
também com os mecanismos de infeccdo do HIV (LEHRMAN et al., 2005;
ROSENBERG, 2007).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lane%20AA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chabner%20BA%22%5BAuthor%5D
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FIGURA 3. Mecanismos induzidos por inibidores das histonas
deacetilase (Adptado de: CAREW; GILES; NAWROCKI, 2008)
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FIGURA 4. Estrutura quimica do acido valpréico

Varios estudos demonstraram a eficacia do VPA em muitos modelos
experimentais despertando boas perspectivas quanto a sua utlizacdo para o
tratamento do cancer. Um trabalho recente mostrou que o &cido valpréico conseguiu
diminuir a proliferagéo celular e sintese de DNA de forma dose-dependente e induziu
bloqueio na fase G1 em duas linhagens de células tumorais de bexiga humana
(HTB5 e HTB9). A analise das proteinas relacionadas aos mecanismos
anticancerigenos mostrou aumento da expresséo de p21 e diminuicdo na expressao

de ciclina D, apoiando o efeito regulador do acido valpréico no ciclo celular (BYUN et
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al., 2009).

Algumas pesquisas comprovaram que o VPA também pode ser eficaz em
associacdo com outros farmacos para o tratamento de malignidades. Um estudo
realizado por Chavez-Blanco et al, (2006), mostrou a acdo antitumoral do acido
valproico combinado com Hidralazina nas concentracbes de 1 mM e 10 uM

respectivamente. A combinacdo das drogas diminuiu o crescimento celular nas
linhagens de carcinoma cervical humano (HelLa), adenocarcinoma de mama (MCF-
7), sarcoma humano (HT-1080), carcinoma laringeal (KB), cancer do colo do utero
(SW480) e glioma (D54). O Potencial antitumoral dessa combinacdo de drogas
deve-se respectivamente a inibicdo das enzimas histonas deacetilases e

metiltransferase.

Nos ultimos anos o acido valpréico apontou como uma droga promissora para
o tratamento do cancer. VPA mostrou potentes efeitos antitumorais in vitro e in vivo
em uma grande variedade de linhagens de células tumorais. Esses resultados
puderam ser observados tanto com o uso de VPA isoladamente como em
combinacgdo. Dados pré-clinicos sugerem que o acido valprdico poderia ser uma
droga eventualmente utilizada em combinacdes terapéuticas, quer com agentes
citotdxicos classicos ou com drogas alvo-especificas e também em associacdo com
a radioterapia em varios tipos de tumores solidos (DUENAS-GONZALEZ et al.,
2007).

3.2 Estatinas

A sintese do colesterol no figado tem como matéria prima de partida uma
molécula de acetil coenzima A (Ac-CoA) e envolve mais de 20 reacdes enzimaticas.
Um desses caminhos é regulado por uma enzima chamada 3-hidroxi-3-metilglutaril-
coenzima A redutase (HMG CoA redutase) que cataliza a transformacdo do HMG
CoA em mevalonato, precursor do colesterol. Para o colesterol passar para o
sangue e dele aos tecidos precisa se ligar a lipoproteinas que servem de transporte
(VLDL, IDL, LDL e HDL). Sabe-se que a lipoproteina carreadora de colesterol

plasmatico com a qual se deve ter mais cuidado com relacdo a problemas de saude
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€ a LDL-C, pois, quando se eleva acima dos limites normais (desejaveis <130 mg/dl,
limitrofes 130-159 mg/dl e aumentados =160 mg/dl) pode vir associada a fatores de
risco e merece, portanto, intervencdo medicamentosa. Os inibidores de HMG CoA
redutase além de diminuirem a sintese de colesterol, também aumentam a ativacao
hepética de receptores para LDL, tornando a remocé&o do colesterol sanguineo mais
eficiente (SHEPHERD; COBBE, 1995; VAUGHAN et al., 2000).

As estatinas sdo os farmacos mais usados para tratamento das
hiperlipidemias em prevencgéo primaria e secundaria, com o proposito de diminuir os
niveis de lipoproteinas plasmaticas ricas em colesterol e reduzir os riscos de doenca
arterial coronariana (DAC). Estas substancias, capazes de mimetizar o0 substrato
natural, podem ser divididas em naturais e sintéticas diferindo fundamentalmente em
termos de poténcia, perfil farmacocinético, interagdo farmacolégica e efeito
indesejado relacionado a miotoxicidade (CAMPO; CARVALHO, 2007).

Mevastatina (ou compactina) foi o primeiro inibidor de HMG-CoA redutase,
descoberto em 1976, originalmente isolado como produto metabdlico de culturas de
Penicillium citrinium, sendo sua afinidade pelo sitio enzimatico cerca de 10.000
vezes superior ao substrato HMG-CoA. Por outro lado, lovastatina (ou mevinolina) foi
isolada posteriormente de culturas de Aspergillus terreus e Monascus ruber com
estrutura semelhante a mevastatina (grupo 6 -metilico adicional), mas com poténcia
superior. Em 1987 lovastatina foi aprovada pelo FDA para uso terapéutico, enquanto
mevastatina foi abandonada devido a inducao de problemas na morfologia intestinal

de cachorros e toxicidade hepatocelular verificada em ratos (LIAO & LAUFS, 2005).

A introducdo de novos derivados sintéticos da classe das estatinas ocorreu
em 1996 e 1997, com atorvastatina (Lipitor) e cerivastatina (Baycon),
respectivamente. No entanto, em agosto de 2001, a Bayer retirou cerivastatina do
mercado devido a incidéncia de mais de 100 casos de rabdomidlise fatal,
relacionados a dano severo da musculatura esquelética com alteracdo das células
musculares, liberagcdo de mioglobina e, frequentemente, acompanhado de
problemas renais (WIERZBICKI et al., 2003). A maioria dos casos foi observada em
tratamentos com doses excessivas de cerivastatina ou em doses normais
associadas ao uso de genfibrosil, farmaco da classe dos fibratos empregados no

tratamento das hipertrigliceridemias (BAKRI et al., 2003).
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A atorvastatina é uma das estatinas mais usadas atualmente no tratamento
das hiperlipidemias. Esse farmaco atua reduzindo a quantidade de colesterol
produzida, e por sua vez, a quantidade total de colesterol LDL. A atorvastatina &
rapidamente absorvida apos administracdo oral e sua biodisponibilidade absoluta é
de aproximadamente 14%. A atividade inibitéria sobre a HMG-CoA redutase é de
aproximadamente 30% (MAGGON, 2005).

No momento, seis estatinas sdo empregadas clinicamente (Figuras 5 e 6):
lovastatina (Mevacor)®, pravastatina (Pravachol)®, sinvastatina (Zocor)®, derivado
semi-sintético, e fluvastatina (Lescol)®, primeiro agente totalmente sintético, derivado
de mevalonolactona produzido na forma racémica (WERMUTH, 1996). A nova
geracdo de estatinas sintéticas, enantiomericamente puras, é representada por

atorvastatina (Lipitor)® e rosuvastatina (Crestor)®.

Lovastatina Pravastatina

0}

Sinvastatina

o} OH

FIGURA 5. Estrutura quimica das estatinas naturais
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FIGURA 6. Estrutura quimica das estatinas sintéticas

As estatinas possuem um mecanismo de acdo semelhante, embora possuam
diferencas no seu potencial de reducao do colesterol plasmatico, sua solubilidade e
metabolismo (DANSETTE, 2000). Mais recentemente diversos dados da mostraram
que as estatinas nao s6 promovem diminuicdo de LDL-colesterol e aumento de HDL-
colesterol, como também conduzem a diminuicdo dos niveis de triglicerideos
(WIERZBICKI et al., 2003; BAKRI et al., 2003). De forma geral, as estatinas causam
reducdo dos niveis de triglicerideos, mas este efeito parece ser observado apenas
em pacientes hipertrigliceridémicos. Os valores praticamente constantes obtidos da
relacao triglicerideos/LDL-colesterol, nestes estudos, mostram que quanto maior a
atividade da estatina em diminuir o LDL-colesterol, maior é o efeito na diminuicdo
dos niveis de triglicerideos (JAKOBISIAK; GOLAB, 2003; STAAL et al., 2003).
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Lovastatina, pravastatina e, mais recentemente, sinvastatina apresentaram
atividade antiaterogénica, relacionada a melhora da disfuncdo endotelial e
vasomotora, diminuicdo da formacdo de trombos plaguetarios e modulacdo na
atividade fibrinolitica em pacientes hipercolesterolémicos. Estes efeitos contribuem
para reducdo de quadros de isquemia do miocardio e incidéncia de infarto, com
consequente diminuicdo do indice de mortalidade total causado por doencgas
cardiovasculares (SHEPHERD, 2001). Sao relatados também alguns efeitos
pleiotrépicos, como a protecdo endotelial, a reducdo da peroxidacao lipidica,
controle da reacao inflamatéria e da hemostasia (BELLOSTA et al., 1998; DANGAS
et al., 1999).

InvestigacBes recentes tém mostrado diversos efeitos importantes das
estatinas, como acgido antineoplasica (JAKOBISIAK; GOLAB, 2003), inibicdo da
reabsorcé@o 0ssea (STAAL et al., 2003), aumento da disponibilidade de 6xido nitrico
endotelial, relaxamento da musculatura vascular, atenuacao da hipertrofia do midcito
cardiaco induzida pelo endotélio, inibicdo da proliferacdo de células endoteliais
induzidas por fatores angiogénicos, diminuicdo dos niveis de IL-6, citocina pro-
inflamatéria liberada pelo tecido adiposo (LIAO & LAUFS, 2005; PANNACCIULLI &
TATARANNI, 2007).

As estatinas tém sido relacionadas as propriedades de inibicdo de
proliferacdo e inducdo de apoptose em uma grande variedade de células tumorais,
sendo desencadeados efeitos antitumorais em varios tipos celulares incluindo
melanoma, carcinoma mamario, adenocarcinoma pancreatico, fiborosarcoma, glioma,
neuroblastoma e linfoma, resultando em retardamento de crescimento tumoral e
inibicdo de processos metastaticos. Em estudos pré-clinicos, as estatinas tém
demonstrado a capacidade de potencializar os efeitos antitumorais de algumas
citocinas e quimioterapicos (JAKOBISIAK; GOLAB, 2003).

Lovastatina é a estatina mais estudada no que se refere a potenciais efeitos
antitumorais, tendo sido capaz de exercer atividade antiproliferativa contra uma
variedade de tumores, incluindo cancer de mama, prostata, estbmago, pulmao,
pancreas, bexiga, adenocarcinoma de colon, neuroblastoma, melanoma e células de
leucemia miel6ide aguda (NEWMAN et al., 1997). Efeitos citostaticos contra células

tumorais também tém sido observados com o uso de pravastatina, sinvastatina,
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fluvastatina e cerivastatina. Lovastatina e outras estatinas também inibiram o
crescimento de vérias células normais e linhagens de células néo transformadas,
incluindo células de musculo liso, mioblastos de muasculo estriado, células
endoteliais, fibroblastos, células do epitélio alveolar e linfocitos B (MURAKAMI et
al.,2001). Fluvastatina e cerivastatina suprimiram a invasdo de algumas células
tumorais humanas e foram capazes de inibir metastase de células de melanoma,
carcinoma mamario e adenocarcinoma de célon, em ratos (DENOYELLE et al.,
2001; SASSANO; PLATANIAS, 2008).

O efeito antiproliferativo em células tumorais induzido pelos inibidores da
HMG-CoA redutase, parece estar relacionada a inibicdo da sintese de dolicol,
geranilpirofosfato (GPP) e farnesilpirofosfato (FPP), os quais sdo subprodutos da via

de sintese do mevalonato (Figura 7).
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FIGURA 7. Efeito dos inibidores da HMG-CoA redutase na via do mevalonato

Dolicol exerce efeito estimulatério na sintese de DNA e esta ligado a varias
proteinas relacionadas a tumores. GPP e FPP sdo necessarios a isoprenilacéo de
varias GTPases que atuam regulando a transducéo de sinal de varios receptores de

membrana e levam a expressdo de genes relacionados a proliferacdo, a
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diferenciacdo ou a apoptose (DEMIERRE et al, 2005). Alguns estudos usando
diferentes linhagens de células cancerigenas demonstraram a efetividade das
estatinas por suspenséao da divisdo célular durante a fase G1, G2 e mitose (GHOSH
et al., 1999; WANG & MACAULEY, 1999; PARK et al., 2001; SCHMIDT et al., 2001).
De acordo com Graaf et al,(2004) os mecanismos de acdo das estatinas pode variar
de acordo com a linhagem celular, essa classe de farmacos também foi capaz de
potencializar a atividade antitumoral de determinados quimioterapicos em uma

grande variedade de modelos tumorais experimentais.

3.3. Tiazolidinedionas (TZDs)

As Tiazolidinedionas (TzZDs), também conhecidas por glitazonas,
caracterizam-se predominantemente pela agcdo na diminuicdo da resisténcia
periférica a insulina. As TZDs foram aprovadas para uso clinico em 1997, quando a
Troglitazona (Figura 8), o protétipo da classe, entrou para o mercado. Em 1999,
foram aprovadas para uso também a Pioglitazona e a Rosiglitazona (Figura 8). Essa
classe de farmacos atua estimulando seletivamente os receptores dos proliferadores
peroxissomais gama (PPARY). Ela age em tecidos-alvo para a insulina, tais como
tecido adiposo, musculo esquelético e figado. A ativacdo do receptor PPARY regula
a transcricdo de genes envolvidos no controle da producéo, transporte e utilizagao
de glicose (PADDOCK et al., 2007).

Os receptores dos proliferadores peroxissomais (PPARs) foram identificados
inicialmente em roedores na década de 90, e desde entdo suas propriedades
fisiolégicas vém sendo pesquisadas (KOTA; HUANG; ROUFOGALIS, 2005). A
designacdo do nome PPAR se deve ao fato da ativacdo do PPARa, primeiro
receptor descoberto, mas ndo de PPARB/® e y, promover a proliferacdo de
peroxissomos em hepatécitos de roedores (MURPHY; HOLDER, 2000). Os
peroxissomos sdo organelas responsaveis por reacfes de oxidacdo ligadas ao
metabolismo energético e sua propagacdo tem resultado em hepatomegalia e
carcinogénese em roedores, porém esses efeitos ndo foram observados em
humanos (EVANS; BARISH; WANG, 2004).
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FIGURA 8. Principais Tiazolidinedionas

Na familia dos PPARSs, trés subtipos com significante homologia de sequéncia
de aminoacidos e codificados por genes diferentes ja foram caracterizados, sendo
estes 0 PPARa (NR1C1), PPARB/® (NR1C2) e PPARy (NR1C3). Os trés subtipos de
receptores estdo presentes na maioria dos tecidos, embora apresentem padrdes de
expressao tecidual isotipo especifica, sendo assim, expressos de forma desigual
entre os diferentes 6rgados (CUZZOCREA, 2006).

Os resultados de diversos estudos mostraram que os PPARs sao
considerados como sensores metabodlicos, e de acordo com os sinais lipidicos,
atuam na expressao génica de modo a promover acdes adaptativas relacionadas a
homeostase lipidica e energética, atuando especialmente na oxidacdo de acidos
graxos, diferenciacdo de adipdcitos e sensibilidade a insulina (FEIGE et al., 2006;
YU; REDDY, 2007). Além das agbes metabdlicas, tém sido demonstrados
importantes efeitos em diversos processos fisiolégicos, tais como no
desenvolvimento e diferenciacdo celular e em processos inflamatérios (STRAUS;
GLASS, 2007; YU; REDDY, 2007).
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A variedade de acgbes que os PPARs exercem é reflexo da inumera
diversidade de ligantes que podem ser acomodados dentro de suas bolsas de
ligacdo. Os ligantes naturais de PPARs incluem acidos graxos saturados e
insaturados, que podem servir ainda de substratos enzimaticos para geracdo de
seus derivados com atividade agonista sobre esses receptores, tais como
prostaglandinas e leucotrienos. A producdo dos ligantes naturais pode ser
influenciada tanto por condicdes fisiologicas (alimentacao, privacdo de alimentos e
exercicio) quanto por condicBes patofisiologicas (inflamacdo cronica, diabetes,
aterosclerose, cancer) (BERGER; MOLLER, 2002; FEIGE et al., 2006; MICHALIK et
al., 2006).

O PPARy é 0 PPAR mais estudado. Foram identificadas duas isoformas do
PPARy, PPARyl e PPARYy2, que sdo geradas pelo mesmo gene, porém por
promotores distintos e mecanismos de splicing alternativo. Elas diferem entre si
apenas em seus dominios A/B na regido amino-terminal, na qual o PPARy2 contém
30 aminoécidos adicionais (TONTONOZ, et al., 1994; YU et al., 2007). O PPARYy foi
originalmente descrito como tendo uma funcédo primaria na diferenciacdo de
adipécitos, sendo ainda hoje considerado como um elemento essencial nesse
processo. Posteriormente, com o0 avango nos estudos a respeito de suas fungdes
biolégicas, foram atribuidas outras agbes importantes ao PPARy, tais como em
processos inflamatérios, na sensibilizacdo a insulina, no metabolismo lipidico,
aterosclerose, controle de ciclo celular, apoptose e proliferacdo celular (COHEN,
2006).

O PPARy esta expresso em varios tecidos de mamiferos adultos em niveis
muito baixos. O PPARy 1 est4 expresso em niveis elevados no tecido adiposo,
intestino grosso e células hematopoiéticas, enquanto sua expressao € baixa nos rins,
figado, musculatura lisa e esquelética, intestino delgado e péancreas. O PPARy
influencia a estocagem de acidos graxos (AG) no tecido adiposo e contribui para a
diferenciacdo de adipocitos (ROSEN, 1999). A maior parte dos genes-alvo do
PPARy em adipécitos estad diretamente implicada na lipogénese, incluindo a
lipoproteina lipase (LPL), proteina que se liga a AG em adipécitos, a acil-CoA
sintase e a proteina transportadora de AG (FATP) (ROSEN, 1999; KAHN; FLIER,
2000).
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O PPARy expresso em monocitos e macrofagos vem sendo considerado
como o regulador de algumas funcgdes destas células. Em macrofagos, por exemplo,
o PPARY regula negativamente a transcricdo de interleucina 18 (IL-1B), IL6, fator de
necrose tumoral a (TNFa), Oxido nitrico sintase induzida (INOS) e da
metaloproteinase de matriz 9 (MMP-9) (BRAISSANT et al., 1995; TONTONOZ et al.
1998; ROSEN; SPIEGELMAN, 2001; STIENSTRA et al., 2007).

O primeiro ligante natural de PPARy descoberto foi a 15-deoxi-
prostagladinaJ2 (15d-PGJ2), que se liga de maneira irreversivel ao receptor. Em
seguida, outras substancias lipofilicas endogenas também exibiram ag¢do agonista
sobre este receptor, tais como eicosandides e acidos graxos poli-insaturados,
embora eles apresentem baixa afinidade. Recentemente, o 4cido graxo derivado do
acido nitrolinoléico (LNO2), o qual é produzido a partir de reacdes inflamatorias
oxidativas dependentes de 6xido nitrico, foi identificado como um novo agonista,
sendo considerado até o momento um dos mais potentes ligantes naturais de
PPARy. O PPARy possui uma bolsa de ligacdo capaz de acomodar ligantes
lipofilicos compostos por grupos quimicos diversos, tais como as TZDs, que se ligam
tanto ao PPARy quanto ao PPARa (DUBOQUOQY et al., 2006).

Com relacdo ao céancer tanto os PPARs como os acidos graxos estdo
implicados na regulacdo do ciclo celular, diferenciacdo e apoptose (ROSEN,;
SPIEGELMAN, 2001). A observacao de que PPARy é expresso em carcinomas de
célon, de préstata, e de mama, nos quais dietas ricas em gorduras séo fatores de
risco, sugere que eles desempenhem papel importante na regulacdo do crescimento
desses tipos tumorais (SEGAWA et al. 2002). Varias pesquisas demonstraram 0
efeito dos agonistas do PPARy na inducdo da diferenciacdo de células de
lipossarcoma, sugerindo mais uma vez o envolvimento deste receptor na regulagéo
do crescimento dos carcinomas. Além disso, as propriedades na inducdo de
apoptose e de diferenciacdo celular do PPARy propiciam efeitos benéficos
importantes nos tratamentos de diferentes tumores, incluindo carcinomas de mama,
célon, préstata, pancreas, cancer das vias biliares, hipdfise e gastricos, tanto nos
tratamentos in vivo como in vitro (KOEFFLER, 2003; HEANEY, 2004).
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ApGs a ativacao por ligantes sintéticos como as TZDs, ou ligantes enddgenos,
o PPARy forma um heterodimero com o receptor do acido 9-cis retindico (RXR) e se
liga a regides especificas no DNA de genes alvo (Figura 9). Esse complexo pode
induzir células tumorais a entrarem em apoptose pelo aumento dos niveis das
proteinas pro-apoptoticas, p53, BAD e fosfatase homologa a tensina (PTEN) e a
diminuicdo nos niveis de proteinas anti-apoptoticas como Bcl-2, Bcl-x e survivina
(Figura 10) (Yang, et al, 2005; Li, et al, 2006).

O efeito antiproliferativo e de rediferenciacdo da troglitazona, um potente
agonista do PPARy, foi estudado em seis linhagens de células tireoideanas
cancerosas e promoveu inibicdo significativa do crescimento celular por parada do
ciclo celular e apoptose (PARK et al. 2005). A droga RS-5444, que ativa a
transcricdo do PPARy de forma mais potente que as tiazolidinedionas, inibiu a
proliferacdo de células indiferenciadas de tiredide, bem como a formacédo de
colonias. Além disto, o RS544 e o Taxol demonstram atividade sinergistica anti-

proliferativa em cultura de células (GREBE, 2005).
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FIGURA 9. Tiazolidinedionas induzindo a ativacdo do PPARy em
células cancerigenas (adaptado de: BLANQUICETT; ROMAN;
MICHAEL, 2008)
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FIGURA 10. Mecanismos de apoptose induzidos por tiazolidinedionas

Muitas pesquisas apontam a apoptose como o0 principal mecanismo de acéo
em células tumorais relacionado as tiazolidinedionas. Um estudo utilizando a
troglitazona mostrou que essa TZD foi capaz de inibir também a proliferacdo em
linhagens de células derivadas de cancer de figado humano (HepG2), via ativagédo
de caspase 3, reducdo da expressdo do gene BCL2 e aumento da expressédo dos
genes BAX e BAK (LI et al., 2003). Além disso, a inducdo de apoptose apds ativacao
do PPARy foi observada em células tumorais de cancer de bexiga (GUAN, et al.,
1999) de leucemia pré mielocitica (HIRASE, et al., 1999) de carcinoma de pulméao
(SATOH et al., 2002) e até mesmo em macrofagos (CHINETTI, et al., 1998).

Um efeito préapoptético da Troglitazona foi demonstrado em células de
muasculo liso vascular, pela ativacdo de p53 e Gadd (OKURA, et al., 1999).
Demonstrou-se, ainda, para este mesmo tipo celular, que tanto a Rosiglitazona
(BERTHOLD, et al., 2001) quanto a Pioglitazona (RUIZ, et al., 2007) induziram a
apoptose, sendo que para esta Ultima, este efeito foi observado somente em
condicBes supra-fisioldgicas de glicose, muito provavelmente mediada pelo fator de
crescimento transformante tipo 18 (TGF-1p). A maior parte dos estudos em cultura
celular que demonstrou um efeito pré-apoptético das TZDs utilizou doses elevadas
destas drogas.

De acordo com Zhang et al, (2006) a proliferacdo das células de cancer de
pulmdo A549 foi significativamente inibida pela ciglitazona tanto in vivo quanto in
vitro. Bocca et al, (2007), demonstrou que a ativacdo do PPARy tem um efeito anti-
proliferativa em células de cancer de mama MCF7, além disso também foram
observadas apoptose em células de cancer de prostata e melanoma (Nunez et al,
2006).
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Embora um grande nimero de pesquisas descrevem 0os mecanismos de acao
induzidos pelo tratamento com TZDs, a base molecular para a sua a¢ao antitumoral
permanece incompletamente elucidada. Sabe-se, a partir dos estudos ja existentes,
gue a apoptose e a diferenciacdo celular sdo os principais mecanismos relacionados
a ativacdo do PPARy em células cancerigenas (BLANQUICETT; ROMAN;
MICHAEL, 2008).
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MATERIAL E METODOS
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4.1. Material

4.1.1. Farmacos

Atorvastatina foi obtida de LKT laboratories, Inc. O &cido valprdico e a
doxorrubicina foram obtidos de Sigma Aldrich Co., St Louis, MO, USA. A

pioglitazona foi obtida de Takeda Pharmaceuticals , Inc.

4.1.2. Células

As linhagens de células humanas utilizadas foram: K562 (eritroleucemia),
NCI-H292 (carcinoma mucoepiderméide de pulmdo) e HEP-2 (carcinoma
epiderméide de laringe) obtidas da secao de culturas celulares do Instituto Adolfo
Lutz (SP) e mantidas de acordo com o protocolo estabelecido pelo laboratério de
cultura de células do Departamento de Antibiéticos da UFPE. As células de
carcinoma de Ehrlich (adenocarcinoma mamario de camundongos) foram obtidas do
Laboratorio de Bioensaios para pesquisa de Farmacos do Departamento de
Antibi6ticos da Universidade Federal de Pernambuco.

As linhagens utilizadas foram mantidas em DMEM — Minimum Essencial
Médium Eagle modificado Dulbecco’s (Sigma Aldrich), suplementado com 10% de
soro fetal bovino (GIBCO), 1% de solucdo de antibiético (penicilina 1000 Ul/mL +
estreptomicina 250 mg/mL) e 1% de L-glutamina 200 mM, mantidas em estufa a

37°C e atmosfera contendo 5% de CO..

4.1.3. Animais Experimentais

Foram utilizados, no total, 72 camundongos albinos sui¢cos (Mus musculus,
machos, 25-30g), obtidos do Biotério do Departamento de Antibidticos da
Universidade Federal de Pernambuco, Brasil. Os animais foram abrigados em

gaiolas com livre acesso a comida e agua, mantidos sob ciclo claro-escuro de 12 h:
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12 h e temperatura de 23°. Os animais foram tratados de acordo com as normas
Internacionais do Conselho de Laboratério de Animais Experimentais (ICLAS),
seguindo também os principios éticos do COBEA (Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal).

FIGURA 11. Camundongos albinos suicos obtidos do Biotério do

Departamento de Antibiéticos da UFPE (Foto: André Barros)

4.2. Métodos

4.2.1. Procedimentos éticos

Os procedimentos experimentais realizados nesta pesquisa foram avaliados
de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para Experimentacao
Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals. Este mesmo protocolo foi
aprovado pelo comité de ética no uso de animais da Universidade Federal de
Pernambuco (CEUA-UFPE), numero do processo 23076.002926/2009-06.
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Esta etapa visou estabelecer a concordancia entre o projeto e a as normas
vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605- art. 32 e decreto 3.179- art. 17, de

21/09/1999, que trata da questdo do uso de animais para fins cientificos.

4.2.2. Determinacdo do efeito dos farmacos isolados e em combinacdo em

cultura de células tumorais humanas

A determinacédo das concentracdes inibitdrias médias (Clsg) das amostras foi
realizada através do método colorimétrico do MTT (Figura 12) (Mosmann, 1983). As
células tumorais (K562, NCI-H292 e HEP-2) foram semeadas (2 x 10> células x
pocol) em placas de 96 pocos (BD/Labware®). Em seguida as substancias
previamente dissolvidas em DMSO foram diluidas em série no meio DMEM para
obtencdo das concentracdes (0,048 - 50ug.mL™) e adicionadas em placas de 96
pocos (100 pL. Poco™), doxorrubicina foi utilizada como controle positivo. Apés 72h
de contato das células com os farmacos, isolados e em combinagcdo, as placas
foram centrifugadas a 1500 rpm durantel5 minutos. O sobrenadante foi aspirado e
foram adicionados, em cada poco das placas de NCI-H292 e HEP-2, 25 uL de MTT
([orometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolio]) (Sigma-Aldrich®) na
concentracdo de 5 mg.mL™ e para as placas de K562 foram adicionados 200 uL de
MTT na concentracédo de 0,5 mg.mL™. As placas foram deixadas por 3 horas em
estufa 37 °C e ao final desse periodo, 0 meio de cultura, juntamente com 0 excesso
de MTT foram aspirados e em seguida, 150 yL de DMSO foi adicionado a cada pogo
para a dissolucéo dos cristais de Formazan. A absorbancia foi medida em um leitor
de microplacas (Modelo 3550 BIO-RAD, Inc.) no comprimento de onda de 595 nm e
o efeito das drogas foi quantificado pela comparacdo com a absorbancia do grupo

controle

4.2.3. Determinacdo do efeito dos farmacos isolados e em combinacdo em

cultura de células de carcinoma de Ehrlich

Para o cultivo de células de carcinoma de Ehrlich, 1 ml do tumor ascitico foi
aspirado de um animal portador e adicionado a 5 ml de Solugéo Salina Tamponada

(PBS, pH= 7,2 ), em seguida essa solucéo foi centrifugada a 1000 rpm durante 10
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minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi solubilizado novamente
em 5 ml de DMEM (suplementado com 10% de soro fetal bovino (GIBCO), 1% de
solucéo de antibidtico (penicilina 1000 Ul/mL + estreptomicina 250 mg/mL) e 1% de
L-glutamina 200 mM). Desta ultima solucéo foi retirada uma aliquota de 10 yL que
foram adicionados a 10 pyL de azul de tripan para verificacao da viabilidade celular e
quantificacdo da concentracdo de células.

A Clso dos farmacos isolados e em combinacéo foi determinada através do
método colorimétrico do MTT (Mosmann, 1983). As células tumorais da linhagem
carcinoma de Ehrlich, previamente cultivadas, foram semeadas (2 x 10> células x
poco™) em placas de 96 pocos. Em seguida as substancias dissolvidas em DMSO
foram diluidas em série no meio DMEM para obtencdo das concentracdes finais e
adicionadas em placas de 96 pocos (100uL. Poco™), doxorrubicina foi utilizada como
controle positivo. Apés 24 h de contato das células com os farmacos, isolados e em
combinagao, foi adicionado em cada poco, 10 yL de MTT na concentracdo de 5
mg.mL™ e as placas foram deixadas por 4 horas em estufa 37 °C. Ao final desse
periodo, o meio de cultura, juntamente com o excesso de MTT foi aspirado e em
seguida, 100 yL de DMSO foram adicionados a cada poco para a dissolucado dos
cristais de Formazan. A absorbancia foi medida em um leitor de microplacas (Modelo
3550 BIO-RAD, Inc.) no comprimento de onda de 595 nm e o efeito das drogas foi

quantificado pela comparacédo com a absorbancia do grupo controle.
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Figura 12. Esquema representativo do método MTT
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4.2.4. Determinacdo do efeito dos farmacos isolados e em combinagdo no

crescimento do carcinoma de Ehrlich in vivo

Para avaliagdo da atividade antitumoral, foram utilizados camundongos
albinos suicos (machos, 25-30g), com faixa etéria de 45 dias, separados em nove
grupos de oito animais por gaiola. Foram utilizadas células tumorais malignas
(Carcinoma de Ehrlich) de animais portadores do tumor ascitico com sete dias de
implantacdo. Os animais doadores foram anestesiados para aspiracdo do liquido
peritoneal contendo células tumorais. As células foram contadas em cémara de
neubauer e em seguida introduzidas nos animais receptores, por via subcutanea na
regido axilar direita, na concentracdo de 5 x 10° células.mL™ (Geran et al., 1972). O
tratamento foi feito pela via intraperitoneal e teve inicio 24 horas apos o implante do
tumor, continuando durante periodo de sete dias consecutivos. As doses dos
farmacos na forma isolada e em combinacdo bem como o controle positivo podem
ser observadas na Tabela 1. Para o controle negativo foi usado NaCl 0,9%. No nono
dia, os camundongos foram eutanasiados e os tumores foram dissecados, pesados
e fixados em formaldeido 10%. A taxa de inibicdo (%) foi calculada pela seguinte
formula: taxa de inibicdo (%) = [(A - B). A™] x 100, onde A é a média dos pesos dos
tumores do controle negativo, e B € a média dos pesos dos tumores do grupo
tratado (Bezerra et al., 2007).

Tabelal. Doses dos farmacos e combinacdes utilizados em cada grupo testado em

mg. kg™
Farmacos DOSES (mg. kg™

1 2 3 4 5 6 7 8 9
NaCl 0,9% - - - .
Acido valproico - 300 - - 150 150 - 100 -
Atorvastatina - - 10 - 5 - 5 33 -
Pioglitazona - - - 15 - 75 75 5 -

1
1
1
1
1
1
1
1
(6]

Doxorrubicina
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4.2.5. Efeito dos farmacos isolados e em combinagcdo na massa corporea e
peso dos 6rgaos

Os animais foram observados diariamente durante todo o estudo com a
finalidade de verificar reagcbes adversas e sinais de anormalidades. A massa
corpoérea foi medida no inicio e no final do tratamento. Os 6rgéos internos foram
avaliados quanto a posicdo, forma, tamanhos e cor para que fosse descrito
quaisquer sinais de lesdes graves. Os rins, figados e bacos foram coletados,

pesados e fixados em formaldeido 10%.

4.2.6. Analises morfoldgicas e histopatolégicas

Foram analisados os tumores, figados, bacos e os rins do grupo controle e
dos grupos que obtiveram resultados superiores a 50% de inibicdo tumoral no
ensaio in vivo. Os tecidos foram fixados em solucdo de formalina a 10% e apos 24
horas de imerséo, foram submetidos a desidratacdo em solucées de concentracao
crescente de etanol, dois banhos de tolueno e incluidos em parafina. Cortes de 4
pm de espessura foram desparafinados em tolueno e re-hidratados em solugbes
de concentracdo decrescente de etanol. Terminado o0 processamento, as
preparacdes de cada tecido foram coradas pela técnica de Hematoxilina - Eosina
(H.E) e montadas com Entellan. As andlises histopatoldgicas das laminas foram
realizadas por microscopia de luz, para o reconhecimento de alteracfes atribuiveis

aos farmacos.

4.2.7. Determinacdo do efeito dos farmacos isolados e em combinagdo nos

parametros hematologicos

A andlise hematologica foi realizada utilizando um contador automatico de
células (ABX-MICROS-60 CELL COUNTER HORIBA, Inc.). Os parametros
hematologicos avaliados foram: contagem de hemécias, concentracdo de

hemoglobina, contagem de plaquetas e contagem total e diferencial de leucadcitos.
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4.2.8. Analise estatistica

Nos ensaios de citotoxicidade em cultura de células foram calculadas as Clsg
a partir das curvas dose-resposta por regressdo nao linear. Os dados séo
apresentados como valores Clsp e intervalo de confianga de 95% de trés
experimentos independentes, realizados em quadruplicata.

Os resultados obtidos nos experimentos in vivo foram analisados
empregando-se a analise de variancia (ANOVA) one-way, seguido do teste de
Student Newman-Keuls onde os valores estdo expressos em média + desvio padréao

da média, sendo os resultados considerados significativos quando p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Efeito dos farmacos isolados e em combinacdo em cultura de células

tumorais humanas.

Os efeitos citotoxicos em células das linhagens de NCI-H292 e Hep-2
provocados pelo tratamento com &acido valpréico, atorvastatina e pioglitazona,
isoladamente e em combinacédo, podem ser observados nas Tabelas 2 e 3. O uso de
ATOR, PIO, VPA+ATOR e ATOR+PIO foram capazes de provocar efeitos citotoxicos
significativos com valores de Clso respectivamente iguais a: 5,54, 21,35, 15,26 e 3,75
Hg. mit. Nas culturas de Hep-2 apenas ATOR+PIO provocou efeito citotoxico
consideravel com Clso igual a 23,02 pg. mI™. Em células da linhagem K562 apenas a
doxorrubicina (controle positivo) apresentou efetividade, os efeitos desse farmaco

também foi observado nas linhagens de NCI-H292 e Hep-2.

TABELA 2. Efeito dos farmacos isolados e em combina¢do em células da linhagem NCI-

H292
Farmacos ICso (Mg. mI™) Intervalos de confianca (ug. ml™)
DMSO 4% --- ---
Acido valproico (VPA) >50
Atorvastatina (ATOR) 5,54 5,27 - 5,83
Pioglitazona (P10) 21,35 20,33 -22,40
VPA + ATOR 15,26 14,58 - 16,15
VPA + PIO 44,60 41,57 - 47,29
ATOR + PIO 3,75 3,57 -3,92
VPA + ATOR + PIO >50 ---
Doxorrubicina 4,89 3,98 — 5,69

Os dados séo apresentados como valores Clsy € intervalos de confianca de 95% de trés

experimentos independentes, realizados em quadruplicata.
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TABELA 3. Efeito dos farmacos isolados e em combinacdo em células da linhagem Hep-2

Farmacos ICso (Mg. mI™) Intervalos de confianca (ug. ml™)
DMSO 4%

Acido valproico (VPA) >50

Atorvastatina (ATOR) >50

Pioglitazona (P10) >50

VPA + ATOR >50 ---

VPA + PIO >50 ---

ATOR + PIO 23,02 22,12 — 24,26

VPA + ATOR + PIO >50 ---

Doxorrubicina 5,29 4,12 - 6,31

Os dados séo apresentados como valores ICsy e intervalo de confianca de 95% de trés

experimentos independentes, realizados em quadruplicata.

5.2. Efeito dos farmacos isolados e em combinagcdo em cultura de células de

carcinoma de Ehrlich

Os efeitos citotoxicos do acido valprdico, atorvastatina e pioglitazona,

isoladamente e em combinacdo, podem ser observados na Tabela 4. VPA, ATOR,

P10, VPA+ATOR e ATOR+PIO mostraram atividades citotdxicas significativas com
valores de Cls iguais a: 10,8, 24,79, 29,52, 23,6 e 11,39 ug. ml™, respectivamente.

A doxorrubicina apresentou valor de Clsy igual a 4,77 ug. ml™*, considerado

estatisticamente diferente do controle negativo e dos outros grupos.

TABELA 4. Efeito dos farmacos isolados e em combinagdo em células de carcinoma de

Ehrlich

Farmacos ICso (ug. mI™) Intervalos de confianca (ug. ml™)
DMSO 4%
Acido valproico (VPA) 10,8 10,10 — 11,49
Atorvastatina (ATOR) 24,79 22,11 - 27,05
Pioglitazona (P10) 29,52 27,30 — 31,22
VPA + ATOR 23,6 22,08 — 25,12
VPA + PIO >50
ATOR + PIO 11,39 10,31 - 12,47
VPA + ATOR + PIO >50
Doxorrubicina 4,77 2,33-7,41

Os dados sdo apresentados como valores ICsq € intervalo de confianca de 95% de trés

experimentos independentes, realizados em quadruplicata.



57

5.3. Efeito dos farmacos isolados e em combinacdo no crescimento do

carcinoma de Ehrlich in vivo

Os efeitos do VPA, ATOR e PIO, isoladamente e em combinacéo, sobre o
carcinoma de Ehrlich podem ser observados na Figura 13. Todos os grupos tratados
demonstraram inibigcdo tumoral em relagcdo ao grupo controle com p<0,05. No final
do experimento a média dos tumores do grupo controle foi de 2,43 + 0,17g. Os
grupos tratados com VPA, ATOR+PIO e doxorrubicina apresentaram percentuais de
inibicdo tumoral acima de 50%. Nos animais tratados com o VPA isoladamente o
peso do carcinoma de Ehrlich foi reduzido para 0,96 + 0,13g e no grupo tratado com
ATOR+PIO a massa tumoral foi reduzida para 0,9 + 0,06g. Essas reducdes
corresponderam aos percentuais de inibicdo tumoral de 60,2 e 64,9%
respectivamente. No grupo tratado com a doxorrubicina a média dos pesos dos
tumores foi reduzida em 70,5%.

3.0+ - 90
a
- 80
2541 a a _
a =70 2.
a a =3
—~ 2.0 60 O
G I % p2a || 2
S 15 & ap 1 I F50 o
O 15+ a I
a L 3
£ a 40 3
" 1.0 afl bz =
20 X
0.5+
=10
0.0 1 L] L] -0
~ NaCl 0,9% - - - - - - - - - .
Acid valpraéico - 300 - - 150 150 - 300 - mL.Kg_1
Atorvastatina - - 10 - 5 - 5 33 - mg.Kg_l
Pioglitazona - - - 15 - 75 75 5 - mg.Kg_1
Doxorrubicina - - - - - - - - 5 mg.Kg
1] Massa tumoral 1 Inibicdo tumoral

FIGURA 13. Efeito do tratamento com acido valproéico, atorvastatina e pioglitazona em
doses isoladas e associadas em camundongos transplantados com o Carcinoma de
Ehrlich. Os valores séo apresentados como médias + desvio padrao de oito animais. a,
valores significativamente diferentes (p < 0,05) comparado ao controle por ANOVA

seguidos pelo pés-teste de Student Newman-Keuls
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5.4. Efeito dos farmacos isolados e em combina¢cdo na massa corpoérea e peso

dos 6rgaos

Nos animais tratados com o &cido valpréico e com a associacdo de
atorvastatina e pioglitazona houve acréscimo no peso corporal, esse ganho de
massa foi significativamente diferente em relacdo ao controle e aos demais grupos
(P < 0.05) (Tabela 5). No grupo tratado com a doxorrubicina ocorreu significativa
diminuicdo da massa corporea em relacéo ao peso inicial, esse resultado também foi
estatisticamente diferente em relacdo aos outros grupos (P < 0.05). Os pesos dos
figados, bacos e rins ndo apresentaram diferencgas significativas nos grupos testados
entre si e em relacdo ao controle (P > 0.05) (Tabela 5).

TABELA 5: Efeito do tratamento com acido valpréico, atorvastatina e pioglitazona em doses isoladas e
associadas sobre a massa corpérea e peso dos 6rgdos de camundongos transplantados com o Carcinoma de
Ehrlich

Dose Ganho de Figado Rim Baco
Farmacos 1 massa (g.100g*  (g.100g*  (g.100g™
(mg kg™) corporea (g) peso) peso) peso)
NacCl 0,9% - 6,85+ 1,3 562+0,22 0,85+0,01 0,94+0,01
Acido valproico (VPA) 300 2,61+0,6* 6,49+0,23 0,73+0,05 1,06+0,12
Atorvastatina (ATOR) 10 733+159 582+0,14 0,89+0,02 1,16+0,13
Pioglitazona (PIO) 15 6,04+141 566+0,27 0,87+0,02 0,95+0,09
VPA + ATOR 150 +5 513+135 452+061 083+0,01 0,92+0,03
VPA + PIO 150 +7,5 551+167 7,06+063 084+0,03 1,08+0,11
ATOR + PIO 5+75 2,32+1,07* 6,30+0,32 0,74+0,04 0,96 +0,05
VPA + ATOR + PIO 150+5+75 448+134 6,38+0,19 0,72+0,03 1,07+0,01
Doxorrubicina 5 -345+0,82* 48029 0,79+0,05 0,97+0,21

Os valores sdo apresentados como médias + desvio padréo de oito animais. 2, significativamente diferentes (p
< 0,05) comparado ao controle e demais tratamentos por ANOVA seguidos pelo pés-teste de Student

Newman-Keuls.

5.5. Anélise morfologica e histopatoldgica

A analise histopatoldgica dos tumores mostrou varios graus de pleomorfismos
nuclear e celular. No grupo controle negativo as células apresentaram em alta

densidade com poucas areas de necrose e com morfologia variando de poligonais a
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redondas com nucleos hipercrométicos e binucleados (Figura 14 A). Nos animais
tratados com o &cido valpréico isoladamente e no grupo tratado com a associacao
de atorvastatina e pioglitazona foram observadas invasfes de tecido muscular e
extensas areas de necrose coagulativa (Figuras 14 B e 14 C). O grupo tratado com
doxorrubicina mostrou invasdo de tecido adiposo e apresentou células com

caracteristicas histopatologicas semelhantes ao grupo controle (Figura 14 D).

A andlise histopatologica dos figados dos animais do grupo controle negativo
apresentou parénquima bem preservado, com células hepéaticas morfologicamente
regulares constituindo I6bulos hepéticos organizados, essa caracteristica foi
encontrada, também, no grupo controle positivo, onde, nenhuma alteracao
significativa foi observada. Os sinusoides hepaticos ndo apresentaram alteracdes e
as células de Kupffer apareceram em quantidades normais (Fig. 15A). Os animais
tratados com VPA e com a associacdo de ATOR e PIO, apresentaram degeneragéo

hidropica dos hepatdcitos e congestdo venosa (Fig. 15B e 15C).

Os rins dos grupos tratados com VPA e com doxorrubicina ndo apresentaram
nenhuma alteracdo histolégica relevante quando comparados com o controle
negativo (Fig. 16A, 16B e 16D). Nos rins dos animais tratados com a associacéo de
ATOR e PIO, foram observados alguns glomérulos necréticos e sinais indicativos de

necrose parcial dos glomérulos (Fig. 16C).

Os bacos dos animais tratados com o VPA, ATOR + PIO e doxorrubicina (Fig.
17), ndo mostraram alteracdes histologicas relevantes em relacdo ao controle
negativo. A analise histopatolégica dos bacos mostrou aparéncia normal, com
capsula de conjuntivo denso integra e polpa esplénica apresentando as regides de
polpa branca (constituida de tecido linfoide) e polpa vermelha (rica em sangue) bem

diferenciadas.

5.6. Efeito dos farmacos isolados e em combinacdo nos parametros

hematoldgicos

Na analise do sangue dos camundongos tratados com os farmacos isolados e

associados (Tabela 6), foram verificadas alteracfes estatisticamente significativas



60

apenas nos animais tratados com &cido valpréico e no grupo tratado com
doxorrubicina. O tratamento com VPA induziu acentuada trombocitopenia em
relacéo ao grupo controle e aos demais grupos (P < 0.05). Os animais tratados com
doxorrubicina apresentaram reducdes no numero total de plaquetas e leucdcitos em
relacdo ao controle e aos outros grupos com (P < 0.05).

FIGURA 14. Fotomicrografias do Carcinoma de Ehrlich de animais tratados com NaCl 0,9% (painel A), 300

mg kg'1 de &cido valproico (painel B), 5 mg kg'1 de atorvastatina + 7,5 mg kg‘1 de pioglitazona (painel C) e
5 mg kg'l de doxorrubicina (painel D) analisados por microscopia optica (x 400). As setas pretas indicam
necrose coagulativa, seta verde indica invasdo de tecido muscular e seta vermelha invasdo de tecido
adiposo
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FIGURA 15. Efeito do tratamento com VPA, ATOR+PIO e doxorrubicina no figado de camundongos

transplantados com o Carcinoma de Ehrlich. Fotomicrografias mostrando a avaliac@o histopatologica do
Figado de animais tratados com NaCl 0,9% (painel A), 300 mg kg'1 de acido valpréico (painel B) 5 mg
kg_1 de atorvastatina + 7,5 mg kg'1 de pioglitazona (painel C) e 5 mg kg'1 de doxorrubicina (painel D)
analisados por microscopia Optica (x 400). Setas vermelhas indicam degeneragdo hidrépica dos

hepatdcitos e setas pretas mostram congestao venosa.
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FIGURA 16. Efeito do tratamento com VPA, ATOR+PIO e doxorrubicina nos rins de camundongos
transplantados com o Carcinoma de Ehrlich. Fotomicrografias mostrando a avaliagdo histopatologica dos
rins de animais tratados com NaCl 0,9% (painel A), 300 mg kg™ de &cido valpréico (painel B) 5 mg kg™
de atorvastatina + 7,5 mg kg'1 de pioglitazona (painel C) e 5 mg kg'1 de doxorrubicina (painel D)
analisados por microscopia 6ptica (x 400). Seta vermelha indica glomérulos necréticos e setas pretas

indicam necrose parcial dos glomerulos
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FIGURA 17. Efeito do tratamento com VPA, ATOR+PIO e doxorrubicina nos bacos de camundongos

transplantados com o Carcinoma de Ehrlich. Fotomicrografias mostrando a avaliagdo histopatologica dos
bacos de animais tratados com NaCl 0,9% (painel A), 300 mg kg™ de acido valpréico (painel B) 5 mg
kg_1 de atorvastatina + 7,5 mg kg'1 de pioglitazona (painel C) e 5 mg kg_1 de doxorrubicina (painel D)

analisados por microscopia 6ptica (x 400)
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Tabela 6. Efeito do tratamento com acido valprdico, atorvastatina e pioglitazona em doses isoladas e associadas sobre os parametros hematolégicos de camundongos
transplantados com o Carcinoma de Ehrlich.

F&rmaco Dose_l Egitrécitos_1 Hemoglo_?ina Pslaquetas_1 L%ucécito§1 C.:on,ta.gem difere,nc.ial de Ieucécit,os., (%)
(mg kg™)  (10° cells pI™) (g.dL™) (10° cells pI™)  (10° cells pI™) Linfécitos Monécitos  Granulécitos
NaCl 0,9% - 9,36 + 0,53 11,3+0,61 8,87 +0,71 8,13+0,71 48,3 5,9 45,8
Acido valproico (VPA) 300 8,98 + 0,42 12,35+ 0,52 3,04 +0,53° 8,62 + 0,64 46,2 6,3 47,5
Atorvastatina (ATOR) 10 9,17 + 0,51 11,73+ 0,39 8,65 + 0,62 8,47 + 0,67 41,1 8,2 50,7
Pioglitazona (P10O) 15 9,82+0,39 11,87 £ 0,54 8,57 + 0,56 8,59 + 0,63 43,7 7,2 49,1
VPA + ATOR 150 +5 9,66 + 0,47 12,94 + 0,48 7,65+ 0,57 8,09 + 0,56 40,2 9,1 50,7
VPA + PIO 150+ 7,5 8,52 £ 0,52 12,41 £ 0,46 7,57 £0,52 8,25+ 0,61 43,2 7,7 49,1
ATOR + PIO 5+75 9,53 £ 0,46 11,26 £ 0,38 7,84 £ 0,43 8,96 + 0,69 45,1 6,4 48,5
VPA + ATOR + PIO 150+5+7,5 9,87 + 0,59 10,53+ 0,73 7,23+0,51 7,95+ 0,51 40,2 8,2 51,6
Doxorrubicina 5 8,54 +0,86 11,14 + 0,83 2,9+0,47% 2,19 £ 0,42° 39,4 10,5 50,1

Os valores séo apresentados como médias *+ desvio padrdo de oito animais. a, (p < 0,05) comparado ao controle e demais tratamentos por ANOVA seguidos pelo pos-

teste de Student Newman-Keuls.
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6. DISCUSSAO

Nos ultimos anos os inibidores da HMG-CoA redutase, inibidores das histonas
deacetilase e agonistas de PPARy foram apontados como drogas promissoras para
o tratamento do cancer. Alguns farmacos pertencentes a estas classes, ja
demonstraram potentes efeitos antitumorais in vitro e in vivo em muitas linhagens de
células tumorais. Esses resultados puderam ser observados durante o uso dos
farmacos isoladamente e em combinacdo com quimioterdpicos ja utilizados no
tratamento do cancer (SASSANO;PLATANIAS, 2008; DUENAS-GONZALEZ et al.,
2007; BLANQUICETT et al.,, 2008). Muitos dos resultados apresentados neste
trabalho com relacdo a citotoxidade em células humanas e murinas séo inéditos,
principalmente os resultados demonstrados pela combinacdo de atorvastatina e

pioglitazona.

Em células da linhagem de carcinoma mucoepiderméide de pulméo (NCI-
H292), os tratamentos que obtiveram valores de Clsp mais efetivos foram: ATOR,
VPA+ATOR e ATOR+PIO. De acordo com Tallarida, (2001), para entender os
resultados obtidos da combinacdo de farmacos € necessario primeiro, entender se
houve interacdo entre eles, para depois analisar se os efeitos oriundos da interacao

ocorrem de forma sinérgica ou antagonica.

Através do método de Chou, (1996), que correlaciona as equacdes das
curvas dose-resposta dos farmacos utilizados isoladamente, com a equacdo da
combinacdo dos dois farmacos, pudemos verificar que na associacdo de
VPA+ATOR ndo houve interacdo entre os farmacos, e o resultado mostrado foi
completamente dependente do apresentado pelo uso de ATOR isoladamente. Na
combinacdo ATOR+PIO, a analise demonstrou forte sinergismo, indicando uma

potencializacdo mutua dos mecanismos de acao dos dois farmacos.

Muitos trabalhos propuseram os possiveis mecanismos de acdo das estatinas
e das TZDs em varias linhagens malignas de células pulmonares. Os efeitos das
estatinas sdo muito proeminentes em células malignas de pulméo. Diferentes

estatinas apresentam potente inibicdo do crescimento e efeitos pré-apoptoticos em
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Carcinoma Pulmonar de Células ndo Pequenas (MANTHA et al, 2005), bem como
Carcinoma de pequenas ceélulas de pulméo (KHANZADA et al, 2006). Com base nas
extensas evidéncias in vitro e in vivo a sobre os efeitos das estatinas em
malignidades pulmonares, um estudo avaliou a associacdo do cancer de pulméo e
do uso de estatinas e demonstrou que as estatinas tinham uma efeito marcante na
reducdo da incidéncia de doencas pulmonares e cancer, o risco de desenvolvimento
de neoplasias pulmonares foi 55% menor nos pacientes que faziam uso de alguma
estatina por mais de seis meses (KHURANA et al, 2007). Os efeitos das estatinas
em determinados tipos de células de carcinoma do pulm&o podem incidir a sua
capacidade de inibir a funcéo do receptor do fator de crescimento epitelial (EGFR),
gue é expressa em niveis elevados de certos tipos de cancer de pulmdo (MANTHA
et al, 2005).

A eficicia das TZDs em linhagens de cancer de pulméao ja foi demonstrada
por varios autores (TSUBOUCHI et al, 2000; SATOH et al, 2002; HAN; ROMAN,
2006). Por exemplo, a proliferacdo de células A549 cancer de pulmao foi
significativamente inibida pelo ciglitazona tanto in vivo e in vitro (ZHANG et al, 2006).
O uso de troglitazona induziu apoptose em duas linhagens de células humanas de
cancer de pulmao, sem afetar as células normais através da ativacdo do PPARYy (LI
et al, 2005).

A combinacédo de atorvastatina e pioglitazona promoveu efeitos inibitérios no
tumor de Ehrlich nos ensaios in vivo e in vitro. Os resultados apresentados pela
associacdo dos dois farmacos, assim como os apresentados em células NCI-H292,
mostraram forte sinergismo. O tumor de Ehrlich € um adenocarcinoma mamario de
camundongos. Os mecanismos de sinalizacdo molecular, relacionados ao
desenvolvimento dessa neoplasia podem ter forte relacdo com a sinalizagcdo de
muitos tipos de Malignidades mamarias humanas. Tanto as estatinas quanto as
TZDs tem demonstrado eficacia em inibir a proliferacdo de muitas linhagens de

cancer de mama.

Os efeitos antitumorais das estatinas em células de carcinoma de mama tém
sido associados com a supressao da via MEK/Erk e diminui¢cdes nas atividades de
NF-kB e AP-1 DNA de ligacdo (CAMPBELL et al, 2006). Outros estudos sugeriram

gue a sinvastatina € capaz de induzir apoptose em células de cancer mamario pela



68

via da JNK e de uma maneira independente do receptor de estrégeno ou do estado
de expressao da p53 (KOYUTURK; ERSOZ; ALTIOK, 2007). Alguns estudos in vitro
e in vivo demonstraram que as TZDs foram capazes de suprimir a proliferacdo de
linhagens de carcinoma de forma dependente da ativacdo do PPARy (JARRAR,;
BARANOVA, 2007; BOCCA et al, 2007).

Essas duas classes de farmacos vém demonstrando um potencial bastante
diversificado contra varios tipos de cancer exibindo numerosos mecanismos de acao.
As estatinas tém sido relacionadas as propriedades de inibicdo de proliferacdo e
indugdo de apoptose. O seu efeito foi observado em modelos animais contra
melanoma, carcinoma mamario, adenocarcinoma pancreatico, fiborosarcoma, glioma,
neuroblastoma e linfoma, resultando em retardamento de crescimento tumoral e
inibicdo de processos metastaticos (JAKOBISIAK; GOLAB, 2003).

Varios trabalhos evidenciam a a¢éo pré-apoptotica das estatinas, a qual pode
estar relacionada a diminuicdo da producao de proteinas anti-apoptéticas como Bcl-
2 (DIMITROULAKOS et al, 2000), a ativacdo de caspases 3,7,8 e 9 (CAFFORIO et
al., 2005) e a reativagcdo da JNK, uma proteina quinase que pode agir como
supressora tumoral (MERAL et al, 2007). Huang et al. (2009) demonstraram que a
atorvastatina age principalmente induzindo a apoptose. Alguns estudos pré-clinicos
mostram também, que as estatinas possuem a capacidade de potencializar os
efeitos antitumorais de algumas citocinas e quimioterapicos (GAN et al., 2008;
MARTIROSYAN et al., 2010).

Varias pesquisas demonstraram o efeito dos agonistas do PPARYy inibindo a
proliferacéo celular e atuando nos pontos de controle do ciclo celular (KOEFFLER,
2003, HEANEY, 2004). A ativacdao do PPARy também esta relacionada a apoptose,
principalmente pelo aumento da expressdo dos genes p27 e c-myc (OHTA et al,
2001; MARTELLI et al, 2002).

A troglitazona, um potente agonista do PPARY, promoveu inibi¢ao significativa
do crescimento celular em linhagens de células neoplasicas tireoidianas por parada
do ciclo celular e apoptose (PARK et al., 2005). Esse farmaco inibiu também a
proliferacédo em células derivadas de cancer de figado humano (HepG2), pela via de
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ativacdo da caspase 3, reducdo da expressao do gene BCL2 e aumento da
expresséo dos genes BAX e BAK (LI et al., 2003).

O tratamento com pioglitazona mostrou-se eficaz em linhagens leucémicas e
em células de céncer de colén, onde houve notavel diminuicdo da proliferacdo e
inducéo de apoptose (ZANG et al., 2006; CERBONE et al., 2007). Os experimentos
realizados por de Zhang et al. (2007), demonstraram que farmacos agonistas do
PPARy podem ser usados em associacdo com quimioterapicos, utilizados

comumente no tratamento do cancer, potencializando seu efeito.

A associacao de lovastatina (inibidor da HMG-CoA) e troglitazona (agonista
do PPARYy) apresentou efeito sinérgico, inibindo a proliferacdo de células de
glioblastoma (DBTRG 05 MG) e cancer de pulméo (CL1-0). Este sinergismo foi
acompanhado pela modulacdo de E2F-1, P27/Kipl, CDK2, ciclina A e do estado de
fosforilacdo da RB, importantes mediadores da atividade antitumoral e regulacéo do
ciclo celular (YAO et al., 2005).

A associacdo de atorvastatina e pioglitazona, e de outras estatinas e
tiazolidinedionas ja demonstraram interacdo sinérgica no tratamento e prevencao de
doencas cardiovasculares e diabetes em diversos modelos experimentais (CHU et
al., 2006; FORST et al., 2007; HANEFELD et al., 2007). Segundo Forst, (2008), essa

combinac¢éo potencializa mutuamente o mecanismo de a¢éo desses dois farmacos.

Neste estudo o A&cido valpréico, utlizado isoladamente, apresentou um
consideravel efeito citotoxico in vitro e também foi capaz de inibir o tumor de Ehrlich
nos ensaios in vivo. Nossos resultados corroboram com os descritos por outros
estudos, onde, o &cido valpréico tém demonstrado efetividade contra diversos tipos
de céancer, promovendo redu¢cbes na proliferacdo de células tumorais, inibindo a
angiogénese, induzindo a apoptose e provocando diferenciacédo celular in vitro e in
vivo (LIU et al., 2006).

O potencial terapéutico dos inibidores das histonas deacetilase, deriva do seu
efeito antiproliferativo em varios tipos de células malignas, combinado com baixa
toxicidade para as células normais. Varias classes de iHDAC demonstraram

atividade antitumoral em estudos pré-clinicos e estdo sendo avaliadas, atualmente,
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em estudos clinicos (MARCHION; MUNSTER, 2007; RASHEED et al., 2008).
Vorinostat foi o primeiro inibidor de histonas deacetilase aprovado pelo FDA para o

tratamento de linfoma cutaneo de célulasT (MARKS, 2007).

VPA apresentou efeito antineoplasico em uma grande variedade de ensaios
pré-clinicos e clinicos. Em um estudo realizado com células leucémicas de diferentes
linhagens, VPA induziu apoptose pelas vias dependentes e independentes de
caspases (KAWAGOE et al., 2002). Varios autores corroboram com a hipotese de
que o acido valproico atua principalmente induzindo a apoptose e diferenciacdo em
varios tipos de células cancerigenas (LI et al., 2005; VALENTINI et al., 2007; BYUN
et al., 2009; CHEN et al., 2009).

Isenberg et al. (2007) demonstrou que o &cido valpréico poderia atuar
modulando a angiogénese tumoral e propdés o seu uso combinado com outros
quimioterapicos. Alguns ensaios comprovaram a eficacia do VPA combinado com
outros farmacos, induzindo a apoptose ou potencializando o mecanismo de acéo do
farmaco associado (CATALANO et al., 2006; GILLESPIE et al., 2006; PATHIL et al.,
2006; FREW et al., 2008; MUNSTER et al., 2009). Um estudo sobre a agdo do VPA
em células de carcinoma renal mostrou que ele regula a acetilacdo das histonas H3
e H4, de forma dose dependente, provocando diminuicdo da proliferacdo celular.
Essa diminuicdo foi relacionada a alteracdes em algumas proteinas reguladoras do
ciclo celular, em especial CDK2, ciclina B, ciclina D3, p21 e Rb. Nos ensaios in vivo
foi observado um acumulo de p21 e bax, nos tecidos dos animais tratados com VPA
(JONES et al., 2008).

O tratamento com ATOR+PIO n&do induziu alteracbes nos parametros
hematolégicos, entretanto, a analise histopatologica dos figados e rins dos animais
tratados com essa combinacdo mostrou sinais de toxicidade. Tanto a atorvastatina
quanto a pioglitazona, usadas isoladamente, possuem hepatotoxicidade como
reacao adversa (WALSH et al.,, 1996; FARLEY-HILLS et al., 2004), entretanto, a
toxicidade renal ndo é descrita como reagcdo a nenhum dos dois farmacos. As
alteracdes histopatolégicas induzidas pelo tratamento com a combinagdo de
atorvastatina e pioglitazona, neste estudo, deixa indicios de que ha sinergismo,

também, para os efeitos toxicos dos farmacos.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22M%C3%BCnster%20P%22%5BAuthor%5D
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Nossos resultados mostraram também alteracbes na massa corpérea, nos
parametros hematoldgicos e citotoxicidade hepatica induzidas pelo tratamento com
acido valproico. Devane, (2003) relaciona essas reacoes fisioldgicas ao uso do VPA,
entretanto, as classifica como efeitos pouco frequentes. Sdo escassos os trabalhos
gue associam o tratamento com VPA, inibidores da HMG-CoA redutase, e agonistas
do PPARYy, este trabalho fornece uma importante informagéo sobre o potencial

dessas combinacdes na inibicdo do cancer in vivo e seus efeitos toxicos.
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7. CONCLUSOES

R/
L X4

L)

De acordo com os resultados obtidos neste estudo podemos concluir que:

A atorvastatina utilizada isoladamente, a combinacido de Acido valproico e
atorvastatina e a associacdo de atorvastatina e pioglitazona mostrou efeito

citotoxico significativo em células da linhagem NCI-H292.

A associacdo de atorvastatina e pioglitazona apresentou efeito citotdxico
significativo em células da linhagem Hep-2.

O efeito citotéxico induzido pela combinacdo de Acido valpréico e

atorvastatina ndo pode ser considerado sinérgico.

O efeito citotoxico induzido pela combinacdo de atorvastatina e pioglitazona
demonstrou forte sinergismo superando os efeitos induzidos pela sua

administracao isolada.

O &cido valproico utilizado isoladamente e a associacdo de atorvastatina e
pioglitazona apresentaram efeito antitumoral em células de Carcinoma de
Ehrlich in vivo e in vitro.

O &cido valpréico induziu trombocitopenia e toxicidade hepatica.

A associacdo de atorvastatina e pioglitazona induziu toxicidade hepética e

renal.
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