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RESUMO

O cancer de mama é o segundo tipo mais frequente no mundo e mais comum entre
as mulheres, e sua taxa de ocorréncia vem se tornando alarmante, configurando,
desta maneira, um grande desafio & saide mundial. E uma doenca complexa e
heterogénea, composta por multiplos subgrupos com caracteristicas biologicas e
morfolégicas distintas e apresenta diferentes manifestacdes clinicas e padrées de
resposta as terapias vigentes. A alteragdo do metabolismo lipidico tem sido cada vez
mais reconhecida como uma caracteristica das células cancerosas. Estas alteracdes
podem afetar a disponibilidade de lipidios estruturais para a sintese de membrana,
sintese e degradacédo de lipidios que contribuem para a homeostase energética e
para as funcgdes de sinalizagéo celular. Em consonancia ao exposto, e em virtude da
reduzida eficacia da quimioterapia atualmente em uso para determinados subgrupos
de cancer, substancias que interferem com o metabolismo lipidico, como é caso das
estatinas, surgem como estratégias auxiliares promissoras no combate ao cancer.
Neste estudo foi avaliado, em linhagens de cancer de mama, o efeito citotéxico da
atorvastatina em monoterapia e em terapia combinada com medicamentos utilizados
na clinica convencional. Os resultados mostraram que a droga testada tem atividade
antitumoral em todas as linhagens de cancer de mama, sendo mais potente e eficaz
para a linhagem MDA-MB-231. Adicionalmente, o efeito antineoplasico da
atorvastatina parece estar associado a parada do ciclo celular na fase G1, bem
como inducao de autofagia. Ademais, a atorvastatina alterou a eficacia dos farmacos
utilizados na clinica convencional, mas geralmente em concentracfes mais elevadas

do que as consideradas seguras e utilizadas na clinica.

Palavras chaves: Cancer de mama; metabolismo; atorvastatina;



ABSTRACT

Breast cancer is the second most common kind of cancer in the world and the most
common among women. Its frequency rate is becoming alarming, being this way a
major challenge to global health. It is a complex and heterogeneous disease,
composed of multiple subgroups with different biological and morphological
characteristics and it shows different clinical manifestations and patterns of response
to existing therapies. The metabolic reprogramming has been increasingly
recognized as a characteristic of cancer cells. These changes may affect the
availability of structural lipids for membrane synthesis, lipid synthesis and
degradation that contribute to energetic homeostasis and cellular signaling functions.
According to what has been mentioned above and due to the reduced effectiveness
of chemotherapy currently in use for certain subgroups of cancer, substances that
interfere with lipid metabolism, such as statins, appear as promising auxiliary
strategies in the fight against cancer. In this study, atorvastatin alone and in
combination with other chemotherapeutics had been evaluated in breast cancer cell
lines. The results have shown that the tested drug have antitumor activity on all
lineages of breast cancer, being the most effective inhibitor of MDA-MB-231 breast
cancer cell growth. In addition, the antineoplastic effect of atorvastatin appears to be
associated with G1 phase cell cycle arrest, as well as autophagy induction Moreover,
atorvastatin altered the effectiveness of drugs used in conventional clinic, but most

often at higher concentrations than those considered safe and used in the clinic.

Key words: Breast cancer; metabolism; atorvastatin
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1 INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

1.1 CANCER DE MAMA

A oncologia € um dominio incomparavelmente complexo e que se altera a
uma velocidade inaudita. O avanco técnico-cientifico registrado ao longo das ultimas
duas décadas por meio do desenvolvimento de estratégias e ferramentas cada vez
mais refinadas e confiaveis mudaram o cenario da cancerologia. O resultado se
reflete em abordagens diagndsticas mais apuradas, testes genéticos, tratamentos
direcionados, técnicas cirlrgicas mais precisas e entendimento mais aprofundado
das bases celulares e moleculares do céncer humano. N&o obstante esse
progresso, o cancer ainda configura uma doenca de incidéncia elevada e crescente
e esta entre as principais causas de morte em todo mundo.

Dentre os diferentes sitios primarios de tumores malignos, o cancer de mama (CAM)
representa o segundo tipo mais frequente no mundo, com excecdo dos tumores de
pele ndo melanoma, sendo 0 que mais acomete as mulheres. A taxa de ocorréncia
do CAM vem se tornando alarmante, configurando, desta maneira, um grande
desafio a satde mundial. Nos Estados Unidos, 255 mil novos casos de CAM séo
esperados para 0 ano vigente, e aproximadamente 40 mil mulheres morrerdo em
decorréncia da doenca (ACS, 2017). No Brasil, especula-se para o biénio 2016-2017
0 registro de aproximadamente 58 mil novos casos, com um risco estimado de 57

casos a cada 100 mil mulheres (INCa, 2015) (Figura 1).

Mulheres  Mama feminina 57.960 28,1%
Céion e Reto 17.620 8.6%
Colo do (tero 16.340 7.9%
Traqueia, Bronquio e Pumdo  10.890 53%
Estdmago 7.600 3.7%
Corpo do Utero 6.950 34%
Ovario 6.150 3.0%
Glandula Tireoide 5.870 29%
Linfoma ndo Hodgkin 5.030 24%
Sistema Nervoso Central 4830 23%

Figura 1: Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2016-

2017 para o sexo feminino, no Brasil, exceto pele ndo melanoma (INCa, 2015)



A etiologia do CAM néo é totalmente compreendida, mas sabe-se que determinados
fatores aumentam o risco e a probabilidade para o inicio de transformacédo
neoplasica celular e de progressédo para doenca clinica. A idade configura o principal
fator de risco para o CAM. O CAM é raro em mulheres antes dos 35 anos, mas,
acima dessa faixa etaria, a taxa de incidéncia cresce rapida e progressivamente
(HOWLADER et al., 2014). Ainda, o acumulo de exposi¢cbes ao longo da vida e as
préprias alteracfes bioldégicas com o envelhecimento aumentam, de modo geral,
esse risco. Adicionalmente, outros fatores de risco ja estdo bem estabelecidos, a
exemplo, aqueles relacionados a vida reprodutiva da mulher (menarca precoce,
nuliparidade, idade da primeira gestacdo acima dos 30 anos, anticoncepcionais
orais, menopausa tardia e terapia hormonal), histéria familiar de cancer da mama e
alta densidade do tecido mamario (razédo entre o tecido glandular e o tecido adiposo
da mama) (INCA, 2015). Ademais, a obesidade e a hiperinsulinemia sdo condigdes
que também favorecem o desenvolvimento do carcinoma, principalmente para
tumores que expressam receptores hormonais em mulheres na pés-menopausa que,
além de aumentar os niveis circulantes de estrogénio, capaz de induzir a
proliferacdo de células mamarias, aumenta a resisténcia a insulina e as
concentragdes circulantes desse importante hormonio mitogénico (AHN et al., 2007,
MORIMOTO et al., 2002). Um crescente corpo de evidéncias reporta forte relacéo do
CAM e o diabetes (LARSSON, MANTZOROS & WOLK, 2007; LIPSCOMBE et al.,
2006), entretanto ainda ndo ha um consenso nessa associacgao.

O caréter hereditario do CAM é bem estabelecido. Todavia, apenas uma fracédo
minoritaria dos CAM, aproximadamente 20% de todos os casos da doenca, é de
origem hereditaria e decorre de mutagcdes germinativas hereditarias e somaticas em
genes de suscetibilidade ao cancer de mama 1 (BRCA1) e 2 (BRCA2) (revisado por
LALLOO & EVANS, 2012). Por outro lado, a maioria dos casos de CAM néo esté
relacionada ao componente hereditario, mas as alteracfes genéticas ocorridas de
modo esporadico em genes que codificam proteinas envolvidas em importantes
processos celulares, como proliferacdo, viabilidade, diferenciacdo, metabolismo
celular, dentre outros (APOSTOLOU; FOSTIRA, 2013).

O CAM configura uma doenca complexa e heterogénea que abrange tumores de
diferentes tipos histolégicos, com caracteristicas clinicas e moleculares igualmente
distintas, além de respostas discrepantes as terapias vigentes (revisado por VIALE,

2012). Os esquemas de classificagdo do CAM evoluiram ao longo de muitas



décadas e tém sido utilizados para auxiliar no tratamento e no prognéstico da
doenca. Atualmente, o CAM pode ser categorizado de acordo com suas

caracteristicas histologicas, imuno-histoquimicas e moleculares.

1.1.1 Classificacado do Cancer de Mama
1.1.1.1 Classificagcdo Histologica

Esta classificacdo é essencialmente baseada na morfologia e padréo de crescimento
dos tumores. E o método de avaliacdo mais empregado no CAM devido ao seu
baixo custo e importancia prognéstica na graduacdo dos carcinomas (RAKHA et al.,
2007).

Inicialmente, o CAM pode ser amplamente dividido em invasivo (infiltrante) ou in situ
(localizado) (Figura 2). O carcinoma de mama in situ é o primeiro estagio de
desenvolvimento onde uma lesdo epitelial proliferativa da mama € considerada
maligna, e cujo tratamento adequado resulta em excelente sobrevida global. A
membrana basal delimita o estagio in situ do tumor e quando o carcinoma atinge o
tecido conjuntivo vascularizado (estroma mamario) é denominado de carcinoma
invasor (TAVASSOLI; DEVILEE, 2003). Esses carcinomas séo classificados, ainda,
tanto no estagio in situ quanto no invasor, em lobular e ductal (VARGA; MALLON,
2009). Além disso, existem subtipos de carcinoma invasivo que muitas vezes sao
nomeados apdés a caracterizacdo de padrbes citoldgicos, de crescimento e
diferenciagdo, assinalados como carcinoma mucinoso, tubular, medular e papilar
(FLETCHER, 2007). N&o obstante a utilidade da classificagédo histol6gica, a maioria
dos tumores de mama (60 a 70%) € classificada como carcinoma invasivo sem
outras especificacdes (CDI-SOE), compreendendo carcinomas que ndo satisfazem
0s critérios para serem inserido nas categorias mencionadas (revisado por RAKHA,
2010). Devido a esta grande variabilidade histologica, técnicas imuno-histoquimicas
tem sido empregadas com o intuito de aprimorar o diagnéstico do CAM,
possibilitando o desenvolvimento racional de estratégias terapéuticas para as

pacientes.



IN SITU INVASIVO
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Figura 2: Esquema geral da classificacdo histologica de cancer de mama. Fonte: Adaptacdo de
MALHOTRA et al., 2010.

1.1.1.2 Classificagdo Imuno-histoquimica

A andlise imuno-histoquimica dos tumores mamarios baseia-se na avaliacdo da
expressao do receptor de estrogénio (RE), receptor de progesterona (RP), receptor
2 do fator de crescimento epidermal humano (HER2) e avaliagdo do indice de
proliferacdo celular por meio da investigacdo da expressdo da proteina marcadora
de proliferacdo (Ki67). Dessa forma, o CAM pode ser estratificado em quatro
subtipos: luminal A, luminal B, HER2-enriched e triplo-negativo (TNBC) (Quadro 1).
O subtipo luminal A é caracterizado pela presenca de receptores hormonais,
auséncia de HER2 e possui baixos niveis de proteina Ki67. Ademais, esses tumores
sdo de baixo grau, apresentando bom progndstico. Com relacdo ao subtipo luminal
B, este apresenta marcacgao positiva para os receptores hormonais, podendo ou néo
exibir marcacdo para HER2 e altos niveis de Ki67. Esses tumores geralmente
proliferam-se ligeiramente mais rapido e apresentam pior prognostico, quando
comparado ao subtipo luminal A. Vale salientar que a expressdo dos receptores
hormonais permite a esses subtipos o beneficio da terapia endocrina com
moduladores seletivos do RE (tamoxifeno) ou inibidores da enzima aromatase
(anastrozol) (SOLIMAN; YUSSIF, 2016).

A superexpressdo do HER2 aliada a auséncia de expressdo dos receptores
hormonais pelas células de CAM caracteriza o subtipo HER2-enriched, conferindo

um comportamento biologico e clinico mais agressivo em relacdo aos tumores



luminais. Entretanto, sdo frequentemente tratados com sucesso com terapias alvo-
especificas, direcionadas para a proteina HER2 (CATALANOTTI et al., 2014).

O termo triplo-negativo refere-se a classificacdo imuno-histoquimica de tumores
mamarios sem expressao de proteina ER, PR e HER2. Representa um grupo
consistente e altamente heterogéneo na apresentacao clinica, histolégica e resposta
a terapia. Cumpre ressaltar que, tumores triplo-negativos sdo majoritariamente
agressivos e invasivos, representando cerca de 15% dos casos de canceres de
mama (ANDERS; CAREY, 2009; OUYANG et. al., 2014). Estes estdo associados a
um pior prognostico da doenca com sobrevida inferior comparada aquela de
mulheres portadoras de outros subtipos de CAM. Menos de 30% das mulheres com
TNBC metastatico sobrevivem cinco anos e quase todas morrem em decorréncia da
doenca (DENT et al., 2007). Outrossim, nenhum tratamento direcionado esta
disponivel para TNBC e a quimioterapia continua a ser a melhor estratégia

terapéutica.

Quadro 1: Subtipos de cancer de mama definidos pelo método imuno-histoquimico. Fonte: Elaborado

pelo autor.
. Expressao de . Porcentagem de Estratégia
Subtipo P Ki67 g itég
receptor Ccasos terapéutica
Luminal & RE+ efou RP+, HER2-, baixo S0-60% Quimioterapia/ Terapia hormonal
Luminal B RE+ aiau B+ HERZ +1- alto CQuimioterapia/ Terapia hormonalf
umina v . J 15-20% Terapia anti-her?
HerZ-enriched RE-, RP-, HERZ2+ - 10.15% Cluimicterapia / Terapia anfi-herz
Triplo-negativo RE-. RP-, HER2- - 15-20% Cluimioterapia

1.1.1.3 Classificacdo Molecular

Nos ultimos anos, o perfil molecular tem sido intensamente estudado para
caracterizar o CAM além do uso convencional de classificagdo histologica e imuno-
histoquimicas, de forma a explicar a heterogeneidade fenotipica tumoral por meio
das grandes variacdes na expressao génica. Até o presente momento, sdo descritos
seis subtipos moleculares intrinsecos de CAM com implicagbes clinicas e
prognésticas, a saber: Luminal A, Luminal B, HER2-enriched, Claudin-low, basal-like
e normal-simile (HERSCHKOWITZ et al., 2007; SCHNITT, 2010). Entretanto, apesar



da excelente utilidade e aplicabilidade do perfil de expressao génica, sua utilizacéo

na prética clinica atual € extremamente limitada por razdes técnicas e econémicas.
1.1.2 Abordagens terapéuticas

Um diagnéstico completo e preciso é o primeiro passo no desenvolvimento da
estratégia terapéutica no CAM, que varia, sobretudo, com o estadiamento do tumor.
O tratamento pode ser dividido em terapia local (radioterapia e cirurgia) e terapia
sistémica. O tratamento cirurgico, geralmente é indicado para estagios iniciais do
CAM, € a modalidade terapéutica mais antiga e engloba os tratamentos
conservadores (cirurgia conservadora de mama, bidpsia de linfonodo sentinela,
mastectomia radical). A radioterapia, por sua vez, consiste do uso de raios-x de alta
energia ou outras particulas, empregando-se tanto como medida pré-operatoria
(neoadjuvante) para diminuir o tamanho do tumor e permitir uma cirurgia
conservadora, como complemento ao tratamento cirdrgico (adjuvante) a fim de
eliminar as células residuais, especialmente em pacientes que foram acometidos por
tumores maiores de cinco centimetros, com envolvimento marginal ou metéstase
nos ganglios linfaticos. Entretanto, a utilizacdo da radioterapia € ineficaz em casos
de tumores que apresentam metastases em outros sitios anatémicos (revisado por
BALAJI et al., 2016).

O tratamento sistémico, no qual a escolha é influenciada pelas caracteristicas
tumorais e caracteristicas do paciente, envolve trés modalidades, a saber:
guimioterapia neo/adjuvante e paliativa, terapia hormonal neo/adjuvante e terapia
bioldgica.

A hormonioterapia, também conhecida como terapia enddcrina, foi a primeira terapia
direcionada aprovada para o CAM e constitui um tratamento eficaz para a maioria
dos tumores que apresentam expressdao dos RE e RP. As principais drogas
representantes dessa classe sdo tamoxifeno e inibidores de aromatase. A utilizacao
desses tem demonstrado melhora da sobrevida das pacientes, diminuindo o risco de
recorréncia e mortalidade. Sua eficacia em longo prazo, no entanto, é limitada pela
recidiva da doenca e pelo desenvolvimento de resisténcia (OSBORNE; SCHIFF,
2011).

A terapia biologica por sua vez, é caracterizada pelo uso de anticorpos monoclonais

e representa uma opcao terapéutica promissora direcionada para os tumores que



superexpressam HER2. As principais drogas utilizadas nessa modalidade sao
Trastuzumab, Pertuzumab e Lapatinib (revisado por VRBIC et al., 2013).

E importante ressaltar que as opgdes terapéuticas utilizadas tanto no tratamento
inicial do CAM como tardio sdo afetadas significativamente pela expressdo dos
marcadores imuno-histoquimicos. Nesse contexto, as paciente portadoras TNBC
nao se beneficiam do uso de terapias enddcrinas e bioldgicas, limitando dessa forma
o arsenal terapéutico a quimioterapia. O uso de quimioterapia citotoxica, tanto para o
CAM em geral quanto para o subtipo TNBC, envolve regimes baseados em taxanos
e antraciclinas. Entretanto, o uso desses quimioterdpicos apresenta um grave perfil
toxicolégico para as pacientes. Os taxanos e antraciclinas sdo responsaveis por
neurotoxicidade severa e cardiotoxicidade irreversivel, respectivamente (revisado
por GUIMARAES et al.,, 2013). Ademais, a quimioterapia ndo é realizada
empregando-se somente uma droga e sim, Varios esquemas diferentes de
combinagdes, o que podem intensificar os efeitos adversos. A alta toxicidade altera
significativamente a eficacia do tratamento, pois exige doses mais baixas do farmaco
ou prolongam os intervalos entre ciclos de quimioterapia, 0 que pode proporcionar a
progressao do tumor. Adicionalmente, apesar das pacientes com CAM responderem
bem & quimioterapia inicial, a maioria desenvolve quimiorresisténcia ou apresenta
recorréncia da doenca (CAREY et al., 2007; WAHBA; EL-HADAAD, 2015). Postula-
se, portanto, que o tratamento das pacientes com CAM tem sido desafiador e novas

abordagens terapéuticas a fim de contornar esses impasses se fazem necessarias.

1.2 METABOLISMO DAS CELULAS CANCEROSAS

Recentemente a reprogramacao metabdlica tem sido considerada uma caracteristica
emergente dos tumores, envolvida na disfungcdo do metabolismo energético de
forma a sustentar as elevadas demandas proliferativas. E sabido que vérias vias
oncogénicas importantes convergem em mecanismos celulares que visam a
adaptacdo do metabolismo das células tumorais, culminando no estimulo de
crescimento e sobrevivéncia (HANAHAN; WEINBERG, 2011). O metabolismo
alterado € uma caracteristica fundamental do CAM e as alteracbes de vias
metabdlicas estdo emergindo como abordagens terapéuticas promissoras.

A maioria dos estudos relacionando a desregulagdo metabdlica nas células tumorais

ressalta a importancia dos carboidratos. Entretanto, varios estudos correlacionando



as alteracdes no metabolismo lipidico com a carcinogénese estdo modificando esse
cenario. As células tumorais apresentam forte avidez por lipidios e colesterol,
aumentando a captacdo exdgena ou superativando sua sintese enddgena com o
objetivo de alimentar suas demandas bioenergéticas e biossintéticas (CANTOR;
SABATINI, 2012; ROBEY et al., 2015). O excesso de lipidios e colesterol nas células
tumorais é estocado em lipids droplets (LDs) e, interessantemente, 0 aumento desse
estoque tem sido relacionado com a agressividade tumoral e resisténcia a
quimioterapia (DE GONZALO-CALVO et al., 2015)

O acumulo de colesterol tem sido relatado diferentes tipos de cancer, como
cancer colorretal (TIRINATO et al., 2015), cancer de prostata (KYCER; BROWN,
2013), cancer de ovario (TANIA et al, 2010), sobretudo no CAM (NELSON; CHANG;
MCDONNELL, 2014). Li e colaboradores (2011) demonstraram que algumas
linhagens celulares de CAM sd@o mais sensiveis a interrupcao de vias lipidicas do
que as linhagens de células mamarias normais. Em consonancia ao exposto,
substancias que interferem com processos metabdlicos como as estatinas, surgem

como estratégias auxiliares promissoras no combate ao cancer.

1.3 ESTATINAS

Atualmente, as estatinas representam os agentes hipolipidémicos de primeira
escolha na prevencédo primaria e secundaria das doencas cardiovasculares, sendo
uma das classes de medicamentos mais prescritas no mundo (IMS, 2010).
Atualmente, as principais estatinas disponiveis comercialmente sdo Sinvastatina,
Lovastatina, Pravastatina, Rosuvastatina e Atorvastatina (ATV). Esses farmacos séo
inibidores seletivos e competitivos da hidroxi-3-metil-glutaril-CoA redutase (HMG-
CoA redutase), enzima que catalisa a etapa limitante da biossintese do colesterol
hepético e outros isoprendides essenciais para varios processos celulares, tais como

crescimento e diferenciacao celular (ISHIKAWA et al., 2014) (Figura 3).



HGM-CoA
GMG-COA redutase

Famesil

pirofosfato

| Geranilgeranil (‘\ Proteinas preniladas
pirofosfato [ Ex: Rab, Rho

Figura 3: Mecanismo de acao das estatinas. Fonte: Elaborada pelo autor.

Apesar das estatinas serem farmacos bem tolerados pelo organismo, existe
possibilidade da ocorréncia de efeitos indesejaveis, embora discretos e pouco
significativos, tais como: distarbios gastrointestinais (diarréia e dispepsia), nausea,
cefaléias, alteracdo da funcdo hepéatica, visdo turva, alteracdo do paladar,
exantemas e miopatias. Ademais, em algumas situagdes, pode ocorrer surgimento
de efeitos adversos de elevada gravidade como hepatotoxicidade e rabdomidlise
(necrose celular musculo-esquelética) (revisado por THOMPSON, CLARKSON &
KARAS, 2003). Na sua maioria, os efeitos descritos sao reversiveis e de facil
reconhecimento, estando sua incidéncia dependente da dose e da administracao
concomitante de outros medicamentos. Em suma, sugere-se que o0s beneficios
obtidos através da terapia com estatinas superem os riscos citados (MAJI et al.,
2013).

N&o obstante compartilharem o mesmo mecanismo de acdo, as estatinas
diferem em relacdo a eficacia com base nas suas estruturas quimicas e por
questbes associadas a farmacocinética e farmacodindmica das drogas (Figura 4).
Dentre essas diversidades, a lipossolubilidade € uma caracteristica essencial, pois a
incorporacdo hepatica das estatinas € dependente desse atributo. Ainda, o0s
compostos sintéticos apresentam estrutura diferente, contendo uma cadeia lateral de
acido heptanoico que forma um analogo estrutural do intermediario da HMG-CoA,
aprimorando suas acdes biologicas (BRUTON; LAZO; PARKER, 2007; ISTVAN;
DEISENHOFER, 2001). Dados recentes sugerem que as estatinas lipofilicas podem
ser preferiveis sobre as estatinas hidrofilicas por oferecerem melhores resultados
clinicos na terapia dos pacientes (ANOTHAISINTAWEE, et al, 2016; BONSU,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Istvan%20ES%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11349148

REIDPATH; KADIRVELU, 2016).

A ATV é uma estatina sintética e lipofilica que se liga a HMG-CoA redutase por uma
ligacdo de hidrogénio extra e isto pode contribuir para eficacia superior quando
comparada as outras estatinas (ISTVAN; DEISENHOFER, 2001). Esse farmaco,
ainda, possui meia vida maior em relacdo as outras estatinas, sendo sua meia vida
de aproximadamente 14 horas. Além disso, os estudos tém demonstrado a
seguranca da utilizacao de altas doses de ATV (SCHWARTZ et al., 2001; KOREN et
al., 2009).
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Figura 4: Estrutura quimica das principais estatinas utilizadas. Fonte: Adaptacdo de CAMPO &
CARVALHO, 2007.

Por muito tempo se enfatizou a eficacia das estatinas ao seu efeito hipolipemiante,
entretanto, o que inUmeros dados cientificos revelam sobre as estatinas e seus
efeitos pleiotropicos € realmente impressionante. Esses efeitos extra-hipolipidémicos
perpassam pela melhoria na funcdo endotelial (SAKABE et al., 2004), aumento da
biodisponibilidade de oOxido nitrico (JASINSKA; OWCZAREK; ORSZULAK-
MICHALAK, 2007), reducdo da inflamac&o vascular (ARAUJO et al., 2013), acdes
antitromboticas (MORAES et al., 2013), aumento da neovascularizacdo do tecido
isquémico (revisado por WALTER; ZEIHER; DIMMELER, 2004), estabilizagdo da
placa aterosclerética (ROSA et al.,2014), aumento da fibrindlise (SAMEIRO et al.,
2013), aumento na atividade da sintese dos osteoblastos, inibicdo da migragdo de

células germinativas durante o desenvolvimento (revisado por WALTER; ZEIHER;



DIMMELER, 2004), efeito neuroprotetor independente da acdo hipolipidémica
(JOHNSON-ANUNA et al.,, 2005), além de propriedades imunomodeladoras
(MASCITELLI; GOLDSTEIN, 2015)

1.3.1 Estatinas e cancer

Nos ultimos anos, as estatinas também ganharam destaque no tratamento
antineoplasico, uma vez que um numero crescente de estudos tem apontado que
seu uso esta associado a reducdo do risco no desenvolvimento de diversas
neoplasias (TAKAHASHI et al., 2006, FARWELL et al., 2008) e a reducdo da
mortalidade por cancer, melhorando a sobrevida dos pacientes (WANG et al., 2016;
VOORNEVELD et al., 2017).

Estudo conduzido por Poynter e colaboradores (2005) contendo 1.953 pacientes
com cancer colorretal e 2.015 pacientes controles mostrou que o uso de estatinas
por pelo menos cinco anos foi associado com um risco reduzido de desenvolvimento
da doenca. Outro estudo retrospectivo de casos, conduzido por Murakami e
colaboradores em 2016, associou o uso de lovastatina ao risco reduzido de
desenvolvimento de CAM, apontando a estatina como potencial agente
quimiopreventivo. Entretanto, h& relatos na literatura mostrando resultados
contraditorios. Baandrup e colaboradores (2015) conduziram estudos onde néao
observaram nenhuma associacdo entre o uso de estatinas e o menor risco de
desenvolvimento de céancer de ovario. Semelhantemente, ensaio clinico
randomizado realizado por Seckl e colaboradores (2017) mostrou que o0 uso de
pravastatina ndo beneficiou pacientes com cancer de pulmao. No entanto, apesar de
numerosos estudos epidemioldgicos, nédo foi alcancado nenhum consenso sobre a
relacdo entre o uso de estatina e o risco de desenvolvimento de cancer. Essa
indefinicdo de dados pode estar relacionada a grande heterogeneidade dos grupos
estudados utilizando diferentes estatinas, sugerindo a seletividade das estatinas
para certos tipos de cancer, bem como a importancia das diferencas

farmacocinéticas das estatinas empregadas.

1.3.2 O mecanismo de agao das estatinas no cancer

O mecanismo antineoplasico das estatinas ainda € incerto e, por isso, tem se



tornado tema de vérios estudos. Segundo revisado por Brown (2007), além da
diminuicdo da proliferacdo e da migragcdo de células tumorais em funcéo da reducéo
na disponibilidade de colesterol, as estatinas podem diminuir a producdo dos
derivados de mevalonato, como o farnesol, um isoprendide que constitui uma ancora
lipidica para varias oncoproteinas como Ras e Rho. A proteina Ras ativa vias de
sinalizacdo extremamente importantes no cancer como a via de RAF/MEK/ERK e a
via PISK/AKT/mTORC que estédo envolvidas no controle do crescimento, proliferacédo
e sobrevivéncia celular, através da supressao da apoptose e autofagia.

Por outro lado, alguns estudos sugerem que o efeito citotdxico observado das
estatinas € mediado por estresse oxidativo. Sanchez e colaboradores (2008)
mostraram que as estatinas aumentaram a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) na linhagem de CAM luminal A, levando a inibi¢&o da proliferacéo. E
notério que os mecanismos que medeiam esses efeitos antiproliferativos das
estatinas continuam em grande parte pouco claros, sendo necessarios investigacdes
e estudos mais aprofundados para dados mais consistentes.

Ademais, ndo consta na literatura se existe uma vantagem de tratamento quando a
ATV é combinada aos quimioterapicos convencionais no tratamento do CAM.

Dessa forma, considerando que toxicidade e tolerabilidade s&o dois impasses
significantes para a utilizacdo dos agentes quimioterapicos convencionais, a ATV
torna-se uma abordagem alternativa, modificando a perspectiva e a qualidade de

vida dos pacientes com CAM.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Em face ao conteudo exposto, o objetivo central do projeto foi avaliar os
efeitos da atorvastatina e sua combinacdo com antineoplasicos convencionais em
linhagens de CAM.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para contemplar o objetivo geral proposto, estabelecemos os objetivos
especificos, a saber:
1. Determinacdo da atividade antitumoral da atorvastatina em um painel
de linhagens de CAM.
2. Analisar a eficacia do regime monoterdpico de atorvastatina e em
combinagdo com 0s quimioterapicos convencionais.
3. Investigacdo dos mecanismos antineoplasicos potenciais da
atorvastatina, incluindo avaliacdo do ciclo celular e modulagédo de

importantes vias de sinalizag&o celular.



3 METODOLOGIA

3.1 CULTURA DE CELULAS

3.1.1 Obtencéo e Cultivo das Células

Para a realizacéo desta pesquisa, empregaram-se linhagens de CAM, MDA-MB-231,
HCC-1937 e MCF-7, cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer (INCa). Segundo a
“‘American Type Culture Collection” (ATCC), a linhagem MDA-MB-231 foi
estabelecida a partir de células isoladas de efusdo pleural de uma paciente
caucasiana com adenocarcinoma de mama. E classificada como uma linhagem de
TNBC do subtipo basal B ou claudin-low. A linhagem HCC-1937 também é TNBC,
entretanto € do subtipo molecular basal A e apresenta mutacdo no gene BRCAL. A
MCF-7, por sua vez, foi isolada em 1970, a partir de uma paciente caucasiana com
adenocarcinoma de mama. Caracteriza-se pela expressdo dos receptores
hormonais (RE e RP) e auséncia de HER-2, sendo classificada como Luminal A.

Todas as linhagens foram cultivadas em garrafas de 75 cm2 com Meio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM, Gibco/Invitrogen, Nova York, EUA) high glucose
(4500.0 mg/L) suplementado com HEPES (acido 2-[4-(2-hidroxietil)1-piperazinil]-
etanosulfénico), bicarbonato de sodio 0,22% (p/v), soro fetal bovino inativado 10%
viv (SFB, Gibco/Invitrogen, Nova lorque, EUA), solucédo estabilizada de penicilina
(100 unidades/mL) e estreptomicina (100 pg/mL) (Gibco/Invitrogen, Nova York,
EUA). A manipulacdo das células foi realizada em capela de fluxo laminar, sendo as
mesmas mantidas em incubacdo em estufa com condicbes controladas de
temperatura (37°C), com atmosfera de 5% de CO2, condicbes adequadas para o

crescimento de células de mamiferos.

3.1.2 Descongelamento

As aliquotas das linhagens celulares armazenadas em freezer -80°C, foram
descongeladas bruscamente a 37°C. O conteudo armazenado em microtubo de 1,5
mL foi transferido para um tubo Falcon de 15 mL estéril, livre de DNase e RNase,
com 15 mL de meio DMEM high glucose acrescido de SFB a 10% v/v, solugéo



estabilizada de penicilina-estreptomicina numa concentracdo de 100 unidades/mL de
penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas por 5 minutos a 2000 rpm a temperatura ambiente. Apos a
centrifugacéo, o sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 1 mL
de DMEM high glucose suplementado com SFB 10 % inativado e antibidticos,
citados anteriormente, e transferidas para uma garrafa de cultura de 75 cm?
acrescidas do meio. As células foram ent&o incubadas em estufa com 5% de CO; a
37°C.

3.2 ENSAIO DE PROLIFERAQAO CELULAR
3.2.1 Calculo daICsy das drogas utilizadas
3.2.1.1 Obtencao e diluicdo das drogas

Para a realizacdo dos experimentos de determinacdo da concentracao inibitéria de

50% da proliferacado celular (ICSO), foi utilizada atorvastatina célcica doada pelo

Farmacéutico Paulo Palacio da Farméacia de Manipulacdo Imafar. A mesma foi
diluida em Dimetilsulféxido (DMSO) P.A. Paclitaxel e Cisplatina, foram diluidas em
DMSO P.A. e PBS 1X, respectivamente.

3.2.1.2 Teste de Viabilidade Celular Metabdlica in vitro pelo Ensaio de MTT

Para célculo da ICsy estimada, foi utilizado o método de determinacao da viabilidade
celular metabdlica (VCM) por meio do ensaio com brometo de tetrazélio 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, conhecido como metil-tiazol-tetrazélio (MTT).
As linhagens foram plaqueadas em placas de 96 pocos e, ap6s 24 horas de
incubacdo para adesdo das células a placa de cultura, iniciou-se o tratamento em
um gradiente de concentracdo que variou de acordo com a droga utilizada
(QUADRO 2). Para tal, adicionou-se 100 pL de solugdo preparada nas
concentracdes ideais de cada droga. Todas as condi¢des testadas foram analisadas
em quadruplicata. Os controles utilizados foram células tratadas apenas com DMSO

< 2%, células tratadas apenas com PBS 1x, células na auséncia de qualquer droga



ou diluente; e como branco utilizou-se pog¢os sem células, apenas com meio de
cultura. Apds as 48 e/ou 72 horas de incubacdo das placas com 0s respectivos
tratamentos, adicionou-se 10 pL MTT na concentracdo de 5 mg/mL em cada poco. A
incubacdo com MTT foi realizada por 4 horas, a 37 °C e 5% de CO2, protegido da
luz, e, em seguida, o meio de cultura foi removido procedendo posteriormente a
adicdo de 100puL de DMSO P.A. para dissolucdo dos cristais de formazan formados.
Deste modo, a producdo de formazan pela atividade da succinato desidrogenase
mitocondrial reflete a proporcéo de células vivas em processo de estresse oxidativo
causado pelos farmacos em teste (MOSMANN, 1983), cuja producéo € proporcional
ao numero de células metabolicamente ativas. A leitura dos resultados foi realizada

em leitor de microplaca no comprimento de onda de 540 nm.

Quadro 2: Faixa de concentracdo das drogas utilizadas para os ensaio de VCM.

Droga Faixa de concentracéao Unidade de medida

1002 0,1 (diluigao 1:2) "
Atorvastatina LM
200 a 0,1 (diluic&a 1:2) ** i

Paclitaxel 5a0,00032 (diluigao 1:5) M
it 0,04 a 0,000064 (diluigao 1.3/

Cisplatina diluigao 1.5) mh
Olaparib 400 a 1,5625 (diluicao 1:2) pM

* Faixa de concentracdo utilizada para as linhagens MCF-7 e MDA-MB-231.

** Faixa de concentracdo utilizada para a linhagem HCC-1937.

3.3 ENSAIO DE FORMAGAO DE COLONIA

Para o ensaio de formacdo de colbénia foi utilizado o protocolo adaptado de
(FRANKEN et al., 2006). Sucintamente, 200 e 850 células por poco das linhagens
MDA-MB-231 e MCF-7, respectivamente, foram semeadas em placas de 12 pocos.
Apo6s 24 h de aderéncia, as células foram tratadas com atorvastatina e/ou cisplatina
por 72 h. Apds esse periodo, procedeu-se com a lavagem dos pogos com PBS 1x e
adicdo de meio novo (1000uL). Ap6s 15 dias de cultivo, sem troca de meio nesse
perido, as células foram fixadas com paraformaldeido 4% (p/v) e coradas com cristal
violeta 1% (p/v). Os experimentos foram realizados em triplicata biologica. A

aquisicdo das imagens das colbnias foi realizada utilizando Chemi-Doc® XRS



System (Bio-Rad, CA, EUA)
3.4 ENSAIO DE CICLO CELULAR

A avaliacdo do conteudo de DNA para analise do ciclo celular foi realizado
nas linhagens MDAMB-231 e MCF7. Para tal, foi utilizado um intercalante de DNA
fluorescente, o iodeto de propideo (Pl), que entra na célula apdés sua
permeabilizacdo. O citbmetro detecta a fluorescéncia do PI, permitindo avaliar o
conteudo de DNA referente a cada fase do ciclo celular.

As células foram plaqueadas seguindo a metodologia ja descrita para o ensaio de
proliferacdo celular. A mesma férmula foi usada para o calculo do nimero total de
células, sendo possivel o ajuste & concentracdo de células desejadas (0,2 x 10°
células) em cada um dos 12 pocos da placa de cultura, acrescentando-se o volume
calculado da suspenséo e o volume de DMEM necessério para a totalizagdo de 1
mL em cada poco da placa. Apds o plagueamento, foram executados os tratamentos
com atorvastatina e/ou cisplatina. Apés as 72h de tratamento, coletou-se o
sobrenadante e as células foram tripsinadas com 300uL de Tripsina/EDTA (0,25
pHg/mL de tripsina e 1 pg/mL de EDTA). Realizou-se a inativacdo do meio com o
sobrenadante coletado e as amostras foram submetidas a centrifugacdo por 5
minutos a 450 g a 27°C. Em seguida foi descartado o sobrenadante e duas lavagens
foram realizadas com PBS e subsequentes centrifugaces por 5min a 450 g a 27°C.
O sobrenadante foi novamente descartado e o pellet ressuspendido em 500uL de
tampdao de permeabilizacdo, composto por Tris-Cl 3,4 mM em pH 7,6, NaCl 10 mM,
NP40 0,1% (v/v), RNAse 700u/L e Pl 0,075 mM (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Alemanha). As amostras foram entdo incubadas no tampao por 15 minutos sob-
resfriamento, protegidas da luz e a leitura efetuada no citbmetroFACSCanto Il (BD)

utilizando o canal FL-2 (585nm).
3.5 IMUNOBLOTTING

Para a andlise da expressdo das proteinas de interesse nas ceélulas de
estudo, as mesmas foram cultivadas em placas de 12 pocos na concentracdo de
0,2x10° células/poco. Ao atingirem subconfluéncia, as células foram lavadas com
PBS 1X por 3 vezes e incubadas por 48/72 horas com as drogas, em meio DMEM

livre de SFB, para eliminar qualquer influéncia do soro no perfil das células. Apos o



tempo determinado, retirou-se o sobrenadante, lavando as células com PBS 1X por
3 vezes e, entdo, adicionou-se 500uL/poc¢o de solucao de tripsina/EDTA (0,25 pg/mL
de tripsina e 1 pg/mL de EDTA), e as placas colocadas na estufa a 37°C por 2
minutos, para o total desprendimento das células da superficie das placa. Em
seguida, foram acrescentados os sobrenadantes para bloquear a agao da tripsina,
sendo as células transferidas para tubos Falcon de 15 mL. Essas amostras foram
centrifugadas por 5 minutos a 450 g. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado, mantendo o pellet no fundo do tubo, ao qual foi adicionado 90 pL de
tampédo RIPPA para a lise das células, composto por RIPPA (Tris 50 mM, NacCl 0,15
M, EDTA 1 mM, Triton X100 1% v/v, desoxicolato de sédio 0,5% p/v, SDS 0,1% p/v)
em uma concentracao final de 1X, PPi 5 mM, NaF 50 mMvanadato 5 mM e inibidor
de protease 1X (ROCHE, S&o Paulo, Brasil). O lisado celular foi transferido para
eppendorfs mantidos no gelo por 30 minutos, e entdo os mesmos foram
centrifugados por 15 minutos a 450 g a 4°C. Parte do sobrenadante foi aliquotado
em tubos para dosagem das proteinas. Apos a quantificacdo das proteinas, as
amostras foram transferidas para outros tubos, onde receberam tampédo de amostra
composto por Tris 0,76% (p/v); glicerol 12 5% (v/v); SDS 2,3% (p/v); B3-
mercaptoetanol 5% (v/v) e azul de bromofenol 0,19% (p/v). A mistura foi aquecida
por 15 minutos a 95°C, seguida da aplicacdo no gel de eletroforese. A técnica de
SDS-PAGE foi utilizada como a primeira etapa da técnica de Western Blot com o
objetivo de separar as proteinas do lisado celular de acordo com o seu peso
molecular. No gel SDS-PAGE 8% (p/v) foram aplicados 25ug de proteina
paralelamente a um padrdao de peso molecular (Precision Plus Protein™B 10-250
kD, BioRad). Uma vez aplicadas as amostras e o padrao de peso molecular, o gel foi
submetido a uma voltagem de 90V numa solucao de corrida, composta por Tris base
0,3% (p/v), glicina 1,44% (p/v) e SDS 0,01% (p/v). Ap6s a separacdo das proteinas
presentes no lisado celular, o gel foi submetido a técnica de Western Blot para a
identificacdo das proteinas de interesse (RANGEL et al.,, 2002; RANGEL et al.,
2003a). Terminada a corrida eletroforética, as proteinas do gel foram transferidas
para uma membrana de PVDF (Sequi-Blotim PDVF membrane for
proteinsequencing, 0,2pm, BioRad, EUA) por 2 hora, a 200 mA, em um tampéo de
transferéncia composto de tris 0,3% (p/v), glicina 1,44% (p/v) e metanol 15% (v/v).
Apés a transferéncia, a membrana foi mantida em agitacdo por 1 hora, a

temperatura ambiente, numa solugdo composta por leite desnatado sem gordura 5%



(p/v) e TBS Tween 20 (TBS-T) 0,05% (p/v). Depois de lavada 3 vezes, por 10
minutos com TBS-T 0,05% (p/v) gelado, a membrana foi incubada over night com
anticorpo especifico para a proteina de interesse. Posteriormente, a membrana foi
lavada e incubada por 1 hora com o anticorpo secundario, que se liga
especificamente ao anticorpo primério utilizado, sendo posteriormente lavada 3
vezes, por 10 minutos, com TBS-T 0,05% (p/v). Foi realizada uma ultima lavagem
com TBS para eliminar residuos do Tween. Os imunoblottings foram revelados
usando o kit ECL-Plus (GE Healthcare, Sdo Paulo - Brasil), segundo instrucées do

fabricante.

Quadro 3: Descricao dos anticorpos primarios utilizados nos experimentos de analise de expresséo

proteica

Anticorpos | Fabricante | Diluigio

Bax BD 1:500
LC3B Cell Signaling 1:500

p62 Sigma 1:500

GAPDH | Cell Signaling | 1:4000

3.6 ANALISE DOS DADOS E TESTES ESTATISTICOS

As analises estatisticas foram efetuadas usando o Teste ANOVA de uma via,
com significancia de 5%. Em seguida, utilizou-se o Teste de Comparacao Mdltipla de
Bonferroni. As analises foram realizadas no software GraphPadPrism v.5 para
Windows (versao 5.00.288).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EFEITO DA ATORVASTATINA NA PROLIFERACAO CELULAR DE
LINHAGENS DE CANCER DE MAMA

Com o intuito de confirmar o potencial antineoplasico da ATV e determinar a
concentracdo da ICsp estimada da droga testada, procedemos com ensaios de VCM
pelo método de MTT nas linhagens MCF-7, MDA-MB-231 e HCC-1937, em modelos
in vitro representativos de CAM.

Como podemos observar na figura 5, ATV reduziu a proliferacdo celular de forma
dose e tempo dependente na linhagem MCF-7 e MDA-MB-231. Entretanto, para a
linhagem HCC-1937, somente foi observada redugdo na VCM a partir de da
concentracédo de 50uM de ATV, em torno de 30%, quando comparada ao controle,
nao apresentando relacdo com tempo de tratamento. Adicionalmente, a ATV
mostrou-se mais eficaz para a linhagem MDA-MB-231, uma vez que essa droga na
concentragdo 100uM reduziu em 90% a VCM em 72h para esta linhagem, enquanto
gue para a mesma concentracdo e tempo a reducdo foi em torno de 70% e 60%
para linhagem MCF-7 e HCC-1937, respectivamente. Ressalta-se ainda que, a ATV
apresenta maior poténcia para MDA-MB-231, visto que a ICsy obtida para esta
linhagem é muito menor em relacdo as outras (Quadro 4). Deste modo, nossos
dados sugerem certa seletividade da droga quanto as caracteristicas dessa
linhagem. Entretanto, é importante destacar que as concentragfes de ICso estimadas
de ATV, para todas as linhagens, encontraram-se acima da faixa de concentracdo
farmacoldgica utilizada na clinica, em que disponibilidade sistémica da ATV varia de
2 a 200nM, prescrito em doses de 10-80 mg/dia (CILLA, 1996).

Nossos dados corroboram com dados encontrados na literatura de que as estatinas
em altas concentracdes sédo capazes de inibir a proliferacdo de linhagens de CAM in
vitro (SEEGER; WALLWIENER; MUECK, 2003; DENOYELLE et al., 2001). Ainda,
Mueck, Seeger e Wallwiener (2003), observaram que a acdo das estatinas tem
maior eficacia sobre a linhagem triplo-negativa MDA-MB-231, quando comparada a
MCF-7. Contudo, vale ressaltar que no estudo mencionado, foi observado um efeito
tardio, visto que o tempo de tratamento com as estatinas foi superior ao realizado

por N0Sso grupo, correspondendo a quatro dias de tratamento.



QY

Viabilidade celular metabdlica (% do controle)

©

Viabilidade celular metabélica (% do controle)

0
)
MCE-7 = MDA-MB-231
150 g 1501
o
kel
g
1004 S 1004
3
fe}
et
@
€
504 & 501
2
[T
(8]
@
o
C T T T T 1 g C T T T T 1
0.01 0.1 1 10 100 1000 z 0.01 0.1 1 10 100 1000
[Atorvastatina] uM -g [Atorvastatina] pM
1501 HCC1937
--- 48h
1004 {...;.:%t:;_'j"ji?‘;_p‘___*\ - 72h
RN
i
504 \
PR
0 T T T T 1
0.01 0.1 1 10 100 1000

[Atorvastatina] uM

Figura

5. Estudo da VCM das linhagens de CAM apds o tratamento com atorvastatina em

concentragcbes que variavam de 100nM a 100pM, para as linhagens MCF-7 e MDA-MB-231, e de

100nM a 200uM para a linhagem HCC1-937, por 48/72 horas. O ensaio foi avaliado pelo método de

MTT. Células néo tratadas foram utilizadas como controle. Os dados foram analisados pelo teste de

ANOVA de uma via com post test de Bonferroni. ***p < 0,001; **p < 0,01; quando comparada a

condicdo 48h. Os resultados representam a média e desvio padrdo de () 3 experimentos

independentes.

Quadro 4: Concentragdo das ICs, estimadas de atorvastatina para as linhagens de CAM.

_ 1€, Atorvastatina em pM
Linhagens
48 horas 72 horas
MCF-7 50 15
MDA-MB-231 10 5
HCC-1937 120 134

Adicionalmente, os dados obtidos pelo ensaio de MTT corroboram com as

alteracbes visiveis na morfologia celular,

caracteristicas de morte celular,



observadas nas linhagens MCF-7 (Figura 6) e MDA-MB-231 (Figura 7) tratadas com
ATV nas concentragdes de ICsp, quando comparadas ao controle, nos tempos de
tratamento 48 e 72h. Entretanto, assim como ndo houve alteracdo na viabilidade
celular, também n&o parece haver mudancas aparentes no aspecto da célula

guando empregada a concentracao de atorvastatina sabidamente segura (100nM).
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Figura 6: Tratamento com atorvastatina na linhagem MCF-7. Células foram plaqueadas em garrafas

de 75m?, e posteriormente tratadas com atorvastatinas por 48/72 horas. A aquisicdo das imagens foi

realizada utilizando Chemi-Doc® XRS System (Bio-Rad, CA, EUA).
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Figura 7: Tratamento com atorvastatina na linhagem MDA-MB-231. Células foram plaqueadas em
garrafas de 75m?, e posteriormente tratados com atorvastatinas por 48/72 horas. A aquisicao das
imagens foi realizada utilizando Chemi-Doc® XRS System (Bio-Rad, CA, EUA).



4.2 EFEITO DA COMBINACAO DE ATORVASTATINA COM QUIMIOTERAPICOS
CONVENCIONAIS

Embora diversos estudos tenham determinado o efeito antineoplasico da
ATV, nenhum dado na literatura relata a combinacdo de ATV com o0s
quimioterapicos convencionais no CAM. Conforme enfatizado previamente, o TNBC
€ caracterizado por tumores predominantemente mais agressivos e pelo elevado
indice de recidiva da doenca em detrimento da responsividade inicial aos
antineoplasicos convencionais (taxanos e antraciclinas) (ROUZIER et al., 2005;
CAREY, 2006). Recentemente, derivados de platina e inibidores de Poli-(adenosina
5'difosfato [ADP]-ribose) polimerase) (PARP), enzima envolvida no mecanismo de
reparo do DNA, tém emergido como opcdo no manejo clinico do TNBC (SILVER et
al., 2010; CANCELLO et al., 2015). Esse interesse se deu pelo fato de que tumores
triplo-negativos frequentemente apresentam um painel de alteragbes moleculares
especificas, incluindo alteragcdes nos mecanismos de reparo de DNA e mutacdes em
BRCAL1/2, tornando-0s mais responsivos a esses agentes (CAREY et al.,, 2012).
Deste modo, procedemos com a investigacdo da adicdo da atorvastatina aos
tratamentos com paclitaxel (PTX), cisplatina (CISP) e olaparib (OLAP), utilizando
tanto concentracbes sabidamente seguras de ATV (100nM) bem como as

concentracdes de ICso determinadas previamente.

4.2.1 Efeito da combinagédo de Paclitaxel com Atorvastatina na Viabilidade
Celular Metabolica

PTX €& uma droga citotdxica, representativa da classe dos taxanos,
corrigueiramente utilizada em pacientes com CAM em geral, independente do
subtipo. Seu efeito antineoplasico se da pela estabilizacdo de microtubulos durante a
mitose, promovendo a parada do ciclo celular na fase G2/M e inducao de apoptose
(revisado por GUIMARAES et al., 2013). Empregando-se tanto na quimioterapia neo
ou adjuvante, os tumores inicialmente apresentam altas taxas de resposta. No
entanto, alguns impasses frente a essa droga sao enfrentados frequentemente pelos
pacientes, como grave toxicidade e desenvolvimento de resisténcia (AJABNOOR,;
CROOK; COLEY, 2012; revisado por GUIMARAES et al., 2013). O paclitaxel possui

como principais efeitos adversos a neutropenia e severa neuropatia, o que pode



levar a descontinuidade do tratamento, gerando um impacto negativo no tratamento
da doenca (revisado por MARUPUDI et al., 2007). Sendo assim, h& urgéncia na
identificacdo de esquemas terapéuticos alternativos capazes tanto de aumentar a
eficacia da droga convencional de forma a reduzir a dose empregada como controlar
a progresséao da doenca.

Dessa forma, submetemos as linhagens representativas dos dois subtipos de
CAM, MCF-7 e MDA-MB-231, ao tratamento com o PTX em monoterapia e em
combinagcdo com ATV. Como pode ser verificado por meio dos dados expostos na
Figura 8A, no tempo de 48h, o tratamento combinado de ATV na concentragédo de
ICso com PTX para a linhagem MCF-7 foi eficaz em reduzir a viabilidade celular
metabdlica utilizando concentracdes baixas de PTX. No entanto, a ATV na
concentracdo sabidamente segura (100nM) atenuou o efeito citotéxico de PTX,
aumentando o valor de ICsp quando comparado a utilizagdo do taxano sozinho, em
48h de tratamento (Quadro 5). Em contrapartida, em 72h de tratamento, ndo houve
beneficio adicional dessas combinacdes para a mesma linhagem, com excecao para
a menor concentracdo empregada do taxano (0.00032mM), onde temos uma

reducgéo da viabilidade em torno de 60% (Figura 8B).
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Figura 8: Efeitos do paclitaxel em monoterapia e em combinagdo com atorvastatina na linhagem
MCF-7, em (A) 48h de tratamento e (B) 72h de tratamento, avaliados pelo método de MTT. Os
resultados estdo representados como a porcentagem em relacdo ao controle (células nado-tratadas)
como médiatSD (n=4). Teste ANOVA de uma via com post test de Bonferroni foi realizado. * indica

P<0,05; **, P<0,01; ***, P<0,001, quando comparados ao tratamento com paclitaxel.



Quadro 5: Concentracdo das ICsy estimadas do tratamento combinado de paclitaxel e atorvastatina
para a linhagem MCF-7

MCF-7
Condices 48 horas 72 horas
PTX 0,096 pM 0,0048 uMm
PTX + 100nM Aty 2476 pM 0,0004 uM
PTX + 15uM Aty 0,001448 ph 0,0006 i

Diferentemente da linhagem luminal, o efeito da associacdo de ATV ao
tratamento com PTX na linhagem MDA-MB-231 é dose-tempo dependente, uma vez
gue, somente em 72h de tratamento observou-se efeito aditivo na reducdo da VCM
(Figura 9B). Foi observada uma reducédo significativa da proliferacdo celular apos
adicdo de ATV na concentragédo do ICsp, em 72h de tratamento quando comparado
ao taxano sozinho. Ainda, nota-se que ocorre uma reducdo de 42% da viabilidade
celular em relacdo ao controle ao associarmos 5uM da estatina a menor
concentracdo utilizada de PTX (0,00032uM). Ademais, o tratamento combinado de
ATV 5uM e PTX por 72h, conferiu uma reducéo de 10° vezes na ICso em relacéo ao
PTX em monoterapia (Quadro 6). Vislumbrando o efeito clinico, a adicdo de ATV ao
esquema terapéutico convencional com PTX permitiu a diminuicdo das doses
utilizadas do taxano, podendo tornar-se uma estratégia futura de administracéo

direcionada para limitar a toxicidade.
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Figura 9: Efeitos do paclitaxel em monoterapia e em combinagdo com atorvastatina na linhagem
MDA-MB-231, em (A) 48h de tratamento e (B) 72h de tratamento, avaliados pelo método de MTT. Os
resultados estdo representados como a porcentagem em relacdo ao controle (células néo-tratadas)
como médiatSD (n=4). Teste ANOVA de uma via com post test de Bonferroni foi realizado. * indica

P<0,05; **, P<0,01; ***, P<0,001, quando comparados ao tratamento com paclitaxel.

Quadro 6: Concentragdo das IC50 estimadas do tratamento combinado de paclitaxel e atorvastatina
para a linhagemMDA-MB-231.

MDA-MB-231
Condigoes 48 horas 72 horas
PTX 0,1650 pM 001748 M
PTX + 1000k Atv 1,067 uM 0,08299 pM
PTX + 5uM Atv 0,3958 pMm 5,857 % 105 uM

4.2.2 Efeito da combinacdo de Cisplatina com Atorvastatina na Viabilidade

Celular Metabodlica

Conforme mencionado anteriormente, os TNBC sdo tumores mais agressivos e
resistentes ao tratamento. Dessa forma, derivados de platina, como a cisplatina,
estdo sendo incluidos no arsenal terapéutico contra esse subtipo. O mecanismo de
acao dos derivados de platina consiste na ativacdo intracelular e, posterior ligacao
covalente com o sulco maior no DNA formando aductos por meio de ligagbes intra e



intercadeias, induzindo alteracbes estruturais no DNA. Dessa forma, ocorre a
ativacdo de diversas vias de transducdo de sinal como vias de reparo de DNA, ciclo
celular e apoptose (KELLAND, 2007).

Avaliamos a proliferacdo celular de tratamentos utilizando CISP em monoterapia e
combinado com ATV, em 48 e 72h de tratamento, nas linhagens MDA-MD-231 e
MCF-7, para efeito comparativo. Como podemos observar na Figura 10, tanto em 48
e 72h, o efeito adicional na reducdo da VCM da linhagem MCF-7 do tratamento
combinado sO6 é visto em menores concentracdes de CISP, enquanto que em
maiores concentracfes de CISP, a combinagdo ndo apresentou diferenca estatistica
qgquando comparada ao tratamento com o derivado de platina em monoterapia.
Ademais, empregando-se a combinacdo com a concentracdo sabidamente segura
de ATV por 48h, verificou-se uma reducdo de aproximadamente 5 vezes no ICsg
guando comparado ao tratamento apenas com CISP ( Quadro 7). Vale salientar
ainda que, essa combinacdo nas mesmas condi¢cdes, foi mais eficaz quando
comparada a combinacdo com 5uM de ATV, cujo tratamento reduziu somente 1,66

vezes o valor da ICsy do tratamento de CISP em monoterapia (Quadro 7).
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Figura 10: Efeitos da cisplatina em monoterapia e em combinacdo com atorvastatina na linhagem
MCF-7, em (A) 48h de tratamento e (B) 72h de tratamento, avaliados pelo método de MTT. Os
resultados estdo representados como a porcentagem em relagdo ao controle (células ndo-tratadas)
como médiatSD (n=4). Teste ANOVA de uma via com post test de Bonferroni foi realizado. * indica

P<0,05; **, P<0,01; ***, P<0,001, quando comparados ao tratamento com cisplatina.

Quadro 7: Concentracdo das ICg, estimadas do tratamento combinado de cisplatina e atorvastatina



para a linhagem MCF-7

MCF-7
Condicdes 48 horas 72 horas
CISP 15 UM 6.2 pM
CISP + 100nM Av 2.8 M 8 pum
CISP + 15uM Atv 8.7 M 4 M

Para a linhagem MDA-MB-231, a associa¢do das drogas foi extremamente
benéfica em relacdo a reducdo da VCM, mostrando ser dose e tempo dependentes
(Figura 11). Interessantemente, o efeito maximo, da inibicdo da proliferacdo celular
foi verificado empregando-se uma concentracdo baixa de CISP (0,01 mM) e 5uM de
ATV em 72h de tratamento (Figura 11B). Ainda, por meio dos dados expostos no
quadro 8, verificamos que o tratamento CISP+ 5uM ATV possibilitou uma reducao na
IC50 em aproximadamente 78 vezes, apos 48h de tratamento e 166 vezes em 72h de
tratamento.

Esses dados nos deixaram bastante motivados devido a atual importancia de
se utilizar menores doses de quimioterapicos, visto que CISP apresenta muitos
efeitos adversos como nefro, neuro e ototoxicidade acompanhados do aparecimento
de resisténcia clinica, o que influéncia na descontinuidade do tratamento (BURGER
et al., 2011).

Deve ser enfatizado que assim como a adi¢cao de 5uM de ATV a CISP, a associagao
da concentracdo sabidamente segura de ATV (100nM) também apresentou efeito
adicional na reducdo da VCM quando comparado ao tratamento com CISP em
monoterapia. Adicionalmente, essa mesma combinacgao possibilitou uma reducdo na
ICso de cisplatina em torno de 1,5 e duas vezes, em 48 e 72h de tratamento,
respectivamente (Quadro 8). Esse fato é extremamente relevante, visto que, nos
estudos que determinam os efeitos das estatinas sobre as células tumorais muitas

vezes foram utilizadas altas concentracdes da droga.
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Figura 11: Efeitos da cisplatina em monoterapia e em combinacdo com atorvastatina na linhagem
MDA-MB-231, em (A) 48h e (B) 72h de tratamento, avaliados pelo método de MTT. Os resultados
estdo representados como a porcentagem em relagdo ao controle (células ndo-tratadas) como
médiazSD (n=4). Teste ANOVA de uma via com post test de Bonferroni foi realizado. * indica P<0,05;

** P<0,01; ***, P<0,001, quando comparados ao tratamento com cisplatina.

Quadro 8: Concentracdo das ICs, estimadas do tratamento combinado de cisplatina e atorvastatina
para a linhagem MDA-MB-231

MDA-MB-231
Condigoes 48 horas 72 horas
CISP 14,8 M 5 uM
CISP + 100nM Aty 9 S 2.5 uM
CISP + 15uM Aty 0,19 pM 0,03 pM

4.2.3 Efeito da combinacdo de Olaparib com Atorvastatina na Viabilidade

Celular Metabodlica

Adicionalmente, avaliamos o efeito na proliferagdo celular do tratamento de OLAP
em associacdo com ATV, de modo a verificar a eficiéncia desses tratamentos em
diferentes linhagens representativas dos subtipos Luminal A (MCF-7), TNBC (MDA-
MB-231) e TNBC-BRCA1 mutada (HCC-1937). Analisando de uma forma geral o

efeito do olaparib em monoterapia, percebemos que o mesmo € mais eficiente



guando empregado para o tratamento do subtipo luminal A. OLAP na concentragao
de 400uM reduziu a VCM em torno de 80% e 90%, em 48h e 72h, respectivamente
(Figura 12), enquanto que, para as linhagens MDA-MB-231 e HCC-1937, essa
reducdo chegou préximo a 50% (Figura 13 e 14). Os valores elevados das ICsg
estimadas obtidos com o tratamento de OLAP em monoterapia para as linhagens
triplo-negativas (Quadro 10 e 11) também evidenciam maior resisténcias das

mesmas a droga em relacao a linhagem luminal (Quadro 9)
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Figura 12: Efeitos do olaparib em monoterapia e combinado com atorvastatina na linhagem MCF-7
em (A) 48h e (B) 72h de tratamento, avaliados pelo método de MTT. Os resultados estédo
representados como a porcentagem em relacdo ao controle (células ndo-tratadas) como médiatSD
(n=4). Teste ANOVA de uma via com post test de Bonferroni foi realizado. * indica P<0,05; **, P<0,01;

*** P<0,001, quando comparados ao tratamento com olaparib.

Quadro 9: Concentragdo das ICs, estimadas do tratamento combinado de olaparib e atorvastatina

para a linhagem MCF-7.

MCF-7
Condigdes 48 horas 72 horas

AP 71,20 36,53 pM
OLAP + 100nM Aty 34,45 UM 25,36 uM
CISP + 15uM Aty 2,52 yM 365 UM
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Figura 13: Efeitos do olaparib em monoterapia e combinado com atorvastatinana linhagem MDA-MB-
231, em (A) 48h e (B) 72h de tratamento, avaliados pelo método de MTT. Os resultados estao
representados como a porcentagem em relacdo ao controle (células ndo-tratadas) como médiatSD
(n=4). Teste ANOVA de uma via com post test de Bonferroni foi realizado. * indica P<0,05; **, P<0,01;

*** P<0,001, quando comparados ao tratamento com olaparib.

Quadro 10: Concentracdo das IC50 estimadas do tratamento combinado de olaparib e atorvastatina
para a linhagem MDA-MB-231

MDA-MB-231
Condigdes 48 horas 72 horas
QLAP 260 M 192 pia
OLAP & 100nk Aty &0,16 pi 2159 pM
CISP + 15uM Atv 1,45 M 0,63 pM
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Figura 14: Efeitos do olaparib em monoterapia e em combina¢gdo com atorvastatina na linhagem
HCC-1937, em (A) 48h e (B) 72h de tratamento, avaliados pelo método de MTT. Os resultados estédo
representados como a porcentagem em relacdo ao controle (células ndo-tratadas) como médiatSD
(n=4). Teste ANOVA de uma via com post test de Bonferroni foi realizado. * indica P<0,05; **, P<0,01;

*** P<0,001, quando comparados ao tratamento com olaparib.

Quadro 11: Concentracéo das IC50 estimadas do tratamento combinado de Olaparib e Atorvastatina
para a linhagem HCC1937

HCC-1937
Condigdes 48 horas 72 horas
OLAP 546 pM 361 pM
OLAP + 100nM Aty 451 pM a2 6 M
CISP + 15uM Aty -

Olaparib foi o primeiro inibidor a obter aprovac¢do para uso clinico em pacientes com
cancer de ovario que apresentavam mutacdo no gene BRCA, sendo utilizado
principalmente para aqueles tumores que progridem apesar da quimioterapia com
cisplatina (ANDER et al., 2010; revisado por MARME; SCHNEEWEISS, 2015;
KONECNY; KRISTELEIT, 2016). Sabe-se que geralmente os tumores triplo-
negativos, principalmente mutados em BRCAL, apresentam elevado grau de
estabilidade gendmica, resultando em falhas nos mecanismos de reparo do DNA e
cuja restauracéo é dependente de PARP.

Nesse contexto, os inibidores de PARP tém sido explorados como estratégias
terapéuticas promissoras para o tratamento do TNBC. Entretanto, estudos recentes

tém demonstrado que o efeito terapéutico benéfico desses inibidores ndo esta



necessariamente associado a mutagdes nos genes BRCA1/2 em CAM (RIOS;
PUHALLA, 2011; O'SULLIVAN et al., 2014). Nossos dados de VCM, em relagao ao
tratamento com OLAP em monoterapia, retificam os estudos recentes mencionados
acima que abordam a eficacia do inibidor PARP independente da mutacdo em
BRCA.

Embora essas drogas sejam promissoras e apresentarem respostas iniciais
satisfatorias, o tratamento prolongado pode ocasionar o desenvolvimento de
resisténcia nas pacientes, fato bem documentado na literatura (BARBER, 2013;
DHILLON; TANIGUCHI, 2015; KIM et al., 2017). Interessantemente, a adicao de
ATV ao esquema de tratamento potencializou o efeito de OLAP nas linhagens
TNBC. OLAP combinado com 5uM de ATV inibiu aproximadamente 80% da VCM da
linhagem MDA-MB-231, em 48 e 72h de tratamento, revelando o efeito aditivo dessa
combinacdo (Figura 13). Contudo, o efeito benéfico adicional do tratamento
combinado de OLAP com a concentracdo plasmatica de ATV (100nM) s6 foi
observado em 48h de tratamento, onde aumentou a reducdo da VCM em torno de
80% (Figura 13A). Ademais, observou-se uma reducao de aproximadamente 180 e
305 vezes na ICsp, em 48 e 72h, respectivamente, com a adicdo de 5uM de ATV ao
tratamento de OLAP (Quadro 10). Para a linhagem HCC-1937, quando submetida
ao tratamento com OLAP + ATV na concentragdo sabidamente segura, em 72h,
aumentou-se a sensibilidade desta linhagem ao OLAP com uma reducao de 50% da
VCM (Figura 14B). Entretanto, ndo foi possivel obter os dados da combinacédo de
OLAP com a concentracdo de ICsy de ATV para esta linhagem por problemas

técnicos.

4.2.4 Efeito do pré-tratamento com Atorvastatina na Viabilidade Celular

Metabdlica

Tem se observado na clinica oncolégica que a ordem de administracdo das drogas
pode alterar a eficacia dos tratamentos empregados no combate ao cancer. Como
para a linhagem MDA-MB-231 nao obtivemos resultados tdo promissores com PTX
associado a ATV, comparado as outras drogas, decidimos averiguar se 0 pre-
tratamento com ATV tornaria o tratamento combinado mais eficaz na reducéo da
proliferacdo celular. Para tal, a linhagem foi pré-tratada, por 24h, com ATV na

concentracédo de 5uM, e posteriormente foi realizado o tratamento combinado com



PTX por 48 e 72h. Em paralelo, também realizamos os mesmos experimentos
utilizando CISP e OLAP.

Surpreendentemente, o pré-tratamento com ATV foi capaz de aumentar a eficacia
citotoxica da combinacdo de PTX e ATV na linhagem MDA-MB-231,em 48h,
reduzindo mais que 50% a proliferacdo celular quando comparado somente ao
tratamento combinado (Figura 15A). Paralelamente, em 72h, apesar de n&o
apresentar diferenca estatistica significante, também é possivel observar a
tendéncia do efeito aditivo do pré-tratamento na reducdo da VCM (Figura 15B).
Dessa forma, podemos inferir que o tratamento combinado de ATV e PTX néo é
uma estratégia eficaz em induzir a citotoxicidade, indicando que na situacao clinica o

pré-tratamento deve ser levado em consideracao.
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Figura 15: Efeitos do pré-tratamento com atorvastatina e do tratamento combinado com paclitaxel, em
(A) 48h e (B) 72h de tratamento, avaliados pelo método de MTT. Os resultados estédo representados
como a porcentagem em relagdo ao controle (células ndo-tratadas) como médiatSD (n=4). Teste
ANOVA de uma via com post test de Bonferroni foi realizado. * indica P<0,05; **, P<0,01; ***,

P<0,001, quando comparados ao tratamento somente com paclitaxel + atorvastatina.

Diferentemente do que foi observado para o quimioterapico PTX, o pré-tratamento
com ATV ndo apresentou efeito benéfico complementar ao regime terapéutico de
associacdo de CISP e ATV na diminuicdo da VCM, em ambos os tempos analisados
(Figura 16)
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Figura 16: Efeitos do pré-tratamento com atorvastatina e do tratamento combinado com cisplatina, em
(A) 48h e (B) 72h de tratamento, avaliados pelo método de MTT. Os resultados estao representados
como a porcentagem em relagdo ao controle (células ndo-tratadas) como médiatSD (n=4). Teste
ANOVA de uma via com post test de Bonferroni foi realizado. * indica P<0,05; **, P<0,01; ***,

P<0,001, quando comparados ao tratamento somente com cisplatina + atorvastatina.

Para o esquema de tratamento envolvendo OLAP, podemos constatar por
meio da Figura 17 que o pré-tratamento com ATV promoveu uma reducao
significativa e total da VCM, em 72h, aumentando a sensibilidade das células ao

tratamento combinado.
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Figura 17: Efeitos do pré-tratamento com atorvastatina e do tratamento combinado com olaparib, em
(A) 48h e (B) 72h de tratamento, avaliados pelo método de MTT. Os resultados estéo representados
como a porcentagem em relagdo ao controle (células ndo-tratadas) como médiatSD (n=4). Teste
ANOVA de uma via com post test de Bonferroni foi realizado. * indica P<0,05; **, P<0,01; ***,

P<0,001, quando comparados ao tratamento somente com olaparib + atorvastatina.



4.3 EFEITO DA ATORVASTATINA NA FORMACAO DE COLONIA

O ensaio clonogénico € uma técnica que permite uma avaliacao da viabilidade
reprodutiva das células, uma vez que nos indica a capacidade de uma Unica célula
para geragdo de progénies depois de submetida ao tratamento. Para este ensaio,
utilizamos os valores da ICsy das drogas, previamente calculados através do método
de MTT, e concentracbes menores correspondentes a metade do valor da ICsg para
tratamento das linhagens MCF-7 e MDA-MB231.

Como podemos observar por meio dos dados expostos na figura 18D, ATV
em monoterapia foi capaz de reduzir a formacgé&o de colonia em da linhagem MCF-7
somente quando empregada na concentracdo de 15uM. Empregando-se metade da
concentracdo da ICsy para esta linhagem (7,5uM), néo foi observado alteracdo na
formacao de colonias (Figura 18E). Observou-se ainda que o tratamento combinado
também foi capaz de reduzir o nimero de colénias quando comparado a condi¢céo
controle (Figura 18F,G). Entretanto, ndo ha como comparar com o0 tratamento de
CISP em monoterapia, visto que as concentracfes da ICsp e metade da mesma
inibiram completamente a formag&o de colbnia, sendo as concentracdes utilizadas

muito toxicas para a finalidade do experimento (Figura 18 B,C).

MCF-7

Figura 18: Ensaio Clonogénico. Linhagem MCF-7 foi plaqueada em placas de 12 pocos e tratada por
72 horas com atorvastatina e/ou cisplatina. A: Controle. B: 6,5 mM CISP; C: 3,25 mM CISP; D: 15uM
ATV; E: 7,5 pM ATV; F: 6,5 mM CISP + 15 uM ATV. G: 3,25 mM CISP + 7,5 uM ATV. Foram

realizados trés ensaios independentes. Foto representativa de um experimento.

Para a linhagem triplo-negativa MDA-MD-231, o tratamento somente com a
estatina, em ambas as concentracdes, foi capaz de diminuir a geracdo de colonias
em relacdo ao controle (Figura 19 D,E). Adicionalmente, tanto o tratamento de CISP

em monoterapia (Figura 19 B,C) quanto o tratamento combinado com ATV (Figura



19 F,G), foram capazes de inibir a formacdo de colonias, sugerindo que
concentragdo empregada foi muito alta para o ensaio. Compilando os dados
obtidos, percebemos que a utilizacdo da ATV tanto em monoterapia quanto em
terapia combinada na diminuicdo da formacdo de coldnia em relacdo a condicéo
controle foi muito mais eficiente para a linhagem MDA-MB-231 quando comparado
com MCF-7.

B
MDA-MB-231 :

Figura 19: Ensaio Clonogénico. Linhagem MDA-MB-231 foi plagueada em placas de 12 pocos e
tratadas por 72 horas com atorvastatina e/ou cisplatina. A: Controle. B: 5mM CISP; C: 2,5 mM CISP;
D: 5 uM ATV; E: 2,5 uM ATV; F: 5 mM CISP + 5uM ATV, G: 2,5 mM CISP + 2,5 yM ATV. Foram

realizados trés ensaios independentes. Foto representativa de um experimento.

4.4 EFEITO DA ATORVASTATINA NO CICLO CELULAR

Como nossos resultados de viabilidade celular foram principalmente

promissores com a combinagao de CISP com ATV para linhagem MDA-MB-231 e 0
ensaio de formacdo de coldnia também mostrou que a combinagdo é muito eficaz
para essa linhagem, decidimos investigar o efeito dessa associacdo na divisao
celular da linhagem MDA-MB-231. Para tal, conduzimos o ensaio de ciclo celular por
meio de citometria de fluxo.
O ciclo celular representa a sequéncia de crescimento e divisdo de uma celular,
composto por uma série de eventos biolégicos, nomeadamente a fase de repouso
(G0), seguida pela fase de intérfase (G1, S, G2) e posteriormente o estagio final do
processo, a fase mitdtica (M). A desregulamentacdo desses processos esta
subjacente a proliferacdo celular aberrante, que caracteriza o cancer e a perda do
controle dos mecanismos de reparo do ciclo celular promovendo instabilidade
genética, que também contribui positivamente para a tumorigénese.

Dessa forma, ressalta-se a importancia dos farmacos que possuem capacidade de



atuarem na divisao celular, impedindo a progresséo para fase G2-M durante o ciclo.
Analisando os dados expostos por meio da figura 20, nota-se que o tratamento com
ATV em monoterapia tende a reduzir o numero de células na fase S e induzir a
parada do ciclo celular fase na fase G1, quando comparado ao controle.
Semelhantemente, o tratamento ATV+CISP também diminui a porcentagem de
células na fase S e aumenta a populagdo de células na fase G1 do ciclo, mostrando-
se mais eficiente quando comparado ao tratamento com cisplatina em monoterapia.
Nossos achados sdo corroborados por dados na literatura que descreveram o efeito
de estatinas no ciclo celular em células de outros tipos tumorais. Estudo conduzido
por Relja e colaboradores (2010), mostrou que a sinvastastina nas concentragdes 32
e 64uM, em 48h de tratamento, realizou parada do ciclo em G1 em células de
carcinoma hepatico. Adicionalmente, Hoque e colaboradores (2008) mostraram que
o tratamento por cinco dias tanto com sinvastatina, como com lovastatina, foi capaz
de induzir a parada do ciclo celular também na fase G1 em células de cancer de
préstata.

Paralelamente a parada em G1, o tratamento combinado ATV+CISP tende a
aumentar a porcentagem de células em Sub-G1l, o que pode ser sugestivo de
apoptose (KAJSTURA M et al., 2007).
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Figura 20: Analise do ciclo celular. A linhagem MDA-MB-231foi tratada por 72h com atorvastatina e

cisplatina em mono e politerapia. Os experimentos foram realizados em duplicata.

4.5 AVALIACAO DE POSSIVEIS VIAS CELULARES ENVOLVIDAS NO



MECANISMO DE ACAO DA ATORVASTATINA NA LINHAGEM MCF-7

Como néo verificamos efeito benéfico adicional na reducdo da VCM do
tratamento combinado de PTX e ATV para a linhagem MCF-7, pretendemos
investigar se esse tratamento influenciava a expressdo de proteinas moleculares
envolvidas na sobrevivéncia celular independentemente da redugéo da proliferagao.
Desta forma, a linhagem MCF-7 foi submetida ao tratamento com ATV em
monoterapia e em terapia combinada com PTX e, em seguida, o efeito foi avaliado
em importantes vias relacionadas a proliferacdo, diferenciacdo e morte celular. Em
paralelo, realizamos os mesmos ensaios utilizando esquemas de tratamento com

CISP e ATV, para efeito comparativo.

4.5.1 Avaliacdo da expressédo de proteinas envolvidas na autofagia

Com o propésito de compreender melhor o efeito da atorvastatina e das
combina¢gBes com quimioterapicos sobre a autofagia, realizamos a analise da
expressao protéica da proteina LC3 e p62, através da técnica de Immunobloting,
utilizando o GAPDH como controle de carregamento em cada experimento.

Como pode se observado por meio dos dados expostos na figura 21, tanto o
tratamento com ATV em monoterapia quanto o tratamento combinado a CISP

tendem aumentar a expressao de p62, na linhagem MCF-7 em 72h.
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Figura 21: Analise da expressao de p62 na linhagem MCF-7. (A) As células foram tratadas com

cisplatina e atorvastatina, tanto em monoterapia, como em associados. (B) Para a densitometria de



bandas das amostras foi utilizando o programa ImageLab. Como normalizador foi utilizado GAPDH.

Adicionalmente, como pode ser analisado por meio dos dados mostrados na
figura 22, os tratamentos com ATV em monoterapia e em politerapia com PTX,
também foram capazes de aumentar a expressao de p62, na linhagem MCF-7 em
72h de tratamento. Adicionalmente, o tratamento combinado aumentou

exacerbadamente a expresséo de LC3B nessa linhagem (Figura 23).
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Figura 22: Andlise da expressdao de p62 na linhagem MCF-7. (A) As células foram tratadas com
paclitaxel e atorvastatina, tanto em monoterapia, como associados. (B) Para a densitometria de

bandas das amostras foi utilizando o programa ImageLab. Como normalizador foi utilizado GAPDH.
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Figura 23: Analise da expressdo de LC3B na linhagem MCF-7. (A) As células foram tratadas com
paclitaxel e atorvastatina, tanto em monoterapia, como em associacdo. (B) Para a densitometria de

bandas das amostras foi utilizando o programa ImageLab. Como normalizador foi utilizado GAPDH.

Nossos dados sdo corroborados por estudo conduzido por Peng e colaboradores



(2003) que mostrou que ATV na concentragao de 5uM, por 48 e 72 h de tratamento,
foi capaz de induzir a autofagia em células de cancer de prostata, evidenciado por
aumento na expressdo de LC3B. Entretanto, esse aumento foi juntamente com a
reducdo da expressao de p62, o que nao foi observado por nosso grupo.

A autofagia € um processo complexo envolvido na regulagdo do desenvolvimento e
progressdo de diversas malignidades, incluindo o CAM. Nesse processo, 0S
componentes celulares normais ou disfuncionais que se acumulam durante o
crescimento e a diferenciacao celular sdo degradados através do lisossoma. Durante
a autofagia, a proteina LC3 citoplasmética é lipidada e recrutada para as
membranas autofagosomaticas, ligando-se diretamente ao sequestossoma 1 (p62).
Em seguida, ocorre degradacédo lisossomal do autofagossoma, levando a uma
diminuicdo de p62. Dessa forma, reducdo nos niveis de expressdo de p62 com
concomitante aumento de LC3B indica ativacdo autofagica.

Embora a autofagia constitua um alvo potencial para a terapia no cancer, esta pode
apresentar dupla funcdo, podendo atuar tanto como um supressor tumoral
impedindo a acumulacdo de proteinas danificadas e organelas, bem como
promovendo o crescimento celular (HIPPERT; OTOOLE; THORBURN, 2006).
Ressalta-se ainda que, a inducdo de autofagia em resposta a terapéutica também
pode ter um desfecho para sobrevivéncia ou morte celular, o que contribui para a
eficacia anticancerigena desses medicamentos, bem como a resisténcia ao
tratamento. Ademais o efeito na autofagia das drogas antineoplasicas varia de
acordo com o tipo de cancer. (YANG et al., 2010; XIONG et al., 2010; DE LA CRUZ-
MORCILLO et al., 2012; revisado por SUI et al., 2013).

Dessa forma, devemos investigar melhor o significado do aumento da expresséo de
p62 e LC3B pela atorvastatina nas nossas linhagens para melhor entendimento do

papel desempenhado dessas proteinas na progressao tumoral.

4.5.2 Avaliacdo da expressédo de proteina envolvida na apoptose

Os eventos bioquimicos responsaveis pela apoptose dependem de uma familia de
proteases denominadas caspases. As proteinas intracelulares que regulam
diretamente o processo de ativacdo das caspases constituem a denominada familia
BCL-2, constituidas por moléculas pro-apoptoticas (BAX, BAK, BCL-xS,BAD, BID,
BIK, HRK, BIM e BOK) e antiapoptoticas (Bcl-2, BCL-xL, BCL-w, BFL-1, BRSAG-1)



(DESAGHER; MARTINOU, 2000). Com o intuito de verificar a associacdo de ATV
aos regimes terapéuticos com CISP e PTX no processo apoptotico, analisou-se a
expressao da proteina BAX.

Observando os dados expostos por meio da figura 24, verifica-se que a ATV parece
reduzir a expressao relativa de BAX, quando comparado ao controle. Ainda, a
associacdo de ATV com CISP também reduziu a expressao da proteina, tanto em

relacdo ao controle, como em relacdo ao tratamento com CISP em monoterapia.
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Figura 24: Analise da expressdo de BAX na linhagem MCF-7. (A) As células foram tratadas com
cisplatina e atorvastatina, tanto em monoterapia, como em terapia combinada, por 72h. (B) Para a
densitometria de bandas das amostras foi utilizando o programa ImageLab. Como normalizador foi
utilizado GAPDH.

Adicionalmente, como pode ser verificado por meio dos dados expostos na
figura 25, a terapia combinada com PTX e ATV tende a aumentar a expressao de
BAX em relacdo ao controle, entretanto, esse aumento € menor se comparado ao

tratamento usando somente PTX.
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Figura 25: Analise da expressdo de BAX na linhagem MCF-7. (A) As células foram tratadas com
paclitaxel e atorvastatina, tanto em monoterapia, como associados, por 72h. (B) Para a densitometria
de bandas das amostras foi utilizando o programa ImagelLab. Como normalizador foi utilizado
GAPDH.

Nossos resultados estdo em contraste com alguns dados da literatura que mostram
gue o efeito das estatinas perpassa pela inducdo de apoptose através da regulacao
de proteinas associadas a esse fendmeno (JANG et al., 2016; LEE et al., 2016).
Estudo conduzido por Spampanato e colaboradores (2012) utilizando a linhagem
MCF-7, avaliou o efeito do tratamento com sinvastatina por 24 e 72h nas principais
proteinas envolvidas no controle da apoptose e demonstrou que o tratamento
regulou positivamente a proteina BAX, com reducao na expressao de BCL-2 e esse
efeito era dependente do tempo de exposi¢ao a droga.

A apoptose corresponde a um fendmeno biolégico que além de desempenhar um
papel importante no controle de diversos processos vitais, esta associado a
inimeras doencas, sobretudo ao cancer (HASSAN et al., 2014). Defeitos nas vias
apoptoéticas sao altamente associados ao CAM, e a compreensao dos mecanismos
apoptéticos permitiu o desenvolvimento de novas estratégias no tratamento da
doenca. Entretanto, o processo de apoptose induzido por farmacos néo é orientado
somente pela regulacdo positiva de moléculas pré-apoptéticas, mas também por
diversos genes envolvidos na indugéo ou inibicdo da apoptose como o oncogene 53
(p53), proteina cinase B (AKT) e fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-cinase (PI13K)
(OSAKI; OSHIMURA; ITO, 2004; YANG et al., 2005; LEE et al., 2011). Dessa forma,
por se tratar de um mecanismo complexo, estudos adicionais para melhor

compreender o papel da ATV na apoptose sdo necessarios.



5 CONCLUSAO

O CAM representa uma malignidade cada vez mais comum em todo o mundo
e a busca por drogas cada vez mais potentes e menos toxicas € incessante. Este
estudo destaca a importancia da ATV como estratégia auxiliar promissora, uma vez
demonstrado que:
- ATV em monoterapia foi capaz de inibir a proliferacdo celular bem como a
formacdo de colonias em linhagens de CAM, exibindo um perfil de maior
citotoxicidade na linhagem MDA-MB-231, representativa do subtipo TNBC, que
congrega tumores majoritariamente agressivos e quimiorresistentes;
- A associacdo da ATV aos antineoplasicos convencionais parece ser benéfica,
sobretudo quando associado a CISP para a linhagem MDA-MB-231.
- A associacéo de concentracao sabidamente segura de ATV com OLAP, aumentou
a eficacia desse quimioterapico na linhagem triplo-negativa BRCA1 mutada, HCC-
1937.
- Constatamos que o efeito antineoplasico da ATV parece estar associado a
autofagia, uma vez que houve superexpressdo dos marcadores desse processo
como LC3B, na linhagem luminal A.
- Observamos ainda que, a ATV pode ndao aumentar a indugdo de apoptose,
entretanto, para inferir com certeza, serd necessario realizar mais duas réplicas

bioldgicas do experimento.



6 PERSPECTIVAS

Dada a relevancia do presente estudo, nosso grupo pretende prosseguir com
as investigacoes da aplicabilidade da ATV em regimes terapéuticos, conforme
descrito a seguir:

1- Finalizar os experimentos de ciclo celular para a linhagem MCF-7.

2- Concluir os ensaios de Immunobloting para a linhagem MDA-MB-231, de
modo a investigarmos 0s mecanismos antineoplasicos potenciais da ATV,
incluindo a modulagéo da via de sinalizagao celular de PI3BK/AKT/mTOR e de
AMPK, além da andlise de inducao de apoptose/necrose e autofagia.

3- Verificar o efeito da ATV na modulacdo da resisténcia tumoral, sobretudo no
subtipo TNBC, através do ensaio de MTT.

4- Testar a seguranca do uso de concentracbes de ATV superiores as
sabidamente seguras por meio de ensaios in vivo. Este sera realizado em

parceria com o INCa.
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