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RESUMO

O cancer mamario é a neoplasia maligna mais incidente e a principal causa de 6bito por malignidade no sexo
feminino no Brasil e no mundo. Estipula-se que ha mais de 1.2 milhdes de novos casos anuais de cancer de
mama, e que a heterogeneidade e a complexidade molecular do céncer de mama dificultam estratégias
terapéuticas de prevencao e tratamento desta doenga. Atualmente, acredita-se que, em diversas neoplasias,
incluindo o cancer de mama, a célula alvo de mutagdes cumulativas responsaveis pelo desenvolvimento do
fendtipo canceroso é uma célula-tronco adulta. Independentemente da origem da neoplasia (se em célula
madura/diferenciada ou em CT), é possivel constatar in vitro e in vivo, na grande maioria dos tumores
malignos, uma subpopulagdo de células indiferenciadas, com caracteristicas fenotipicas de célula-tronco. Tais
células sdo designadas como “células tronco cancerosas ou neoplasicas (CTNs)”. Com frequéncia, especula-
se se as CTNs seriam responsaveis pela heterogeneidade morfolégica e molecular de algumas neoplasias
mamarias. Em conjunto, essas peculiaridades das CTNs as tornam importantes alvos no desenvolvimento de
novas abordagens farmacoterapéuticas antineoplasicas. Recentemente, Gauthaman et al (2009)
demonstraram de forma inédita em estudos in vitro que estatinas apresentam efeito inibitorio especifico sobre
células tronco embrionarias com alteragdes cariotipicas e células de linhagens neoplasicas mamarias com
fendtipo CTN, néo afetando o crescimento de células tronco normais. As estatinas s&o inibidores competitivos
da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) e sdo amplamente utilizada para o tratamento de doengas
cardiovascular primario e secundario. Além de amplamente utilizadas na prevengéo e tratamento de doengas
cardiovasculares secundarias a dislipidemias, evidéncias cumulativas apontam para um possivel papel destas
drogas na prevengao ou regressdo de processos neoplasicos. Entre os efeitos antineoplasicos comprovados
das estatinas, destacam-se: a inibicdo da proliferagdo celular, a promogao de apoptose, a inibicdo da
angiogénese e a prevengdo de metastases. Assim, buscou-se neste trabalho elucidar o efeito da sinvastatina
e pravastatina sobre células progenitoras e CTNs e em algumas vias de sinalizagao intracelular em modelo de
carcinogénese mamaria (baseado na indugao com 7,12 dimetilbenz(a)antraceno[DMBA]) em ratas Sprague-
Dawley. Ap6s um tratamento de 14 dias com as estatinas, as mamas das ratas foram analisadas para
verificar a imunoexpresséo de células progenitoras e CTNs (CD133, CD24, CD44 e EpCAM), variaveis
biolégicas (volume tumoral, mitose, indice proliferativo) além da analise proteica de Akt e Src. A maior dose
da sinvastatina testada (40 mg/Kg) diminui o nimero de tumores desenvolvidos, volume e incremento tumoral
e os indices de proliferagdo celular. Nao houve alteracdo da percentagem de necrose com o tratamento com
as estatinas. Ainda, sinvastatina diminuiu os niveis da fosforilagdo da Akt e aumento da PTEN, ndo havendo
diferengas significantes nos niveis da Src. Sinvastatina também foi capaz de reduzir o nimero de células
positivas CD133, CD24 e CD44. Pelas doses testadas, ndo houve diferenga dos pardmetros biologicos
analisados com o tratamento com a pravastatina. Em conclusao, neste modelo, o tratamento crénico com a
sinvastatina apresentou efeitos citostaticos, agdes reguladoras na via da Akt além do controle de células
progenitoras e CTNs em modelo in vivo de carcinoma mamario.

Palavras-Chaves: Neoplasia de mama, Células-tronco neoplasicas, 9,10-dimetil-1,2-benzantraceno,
inibidores de hidroximetilglutaril-CoA
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ABSTRACT

Breast cancer is the malignant neoplasm with the highest incidence and the main cause of death by cancer
within females in Brazil and in the world. It is estimated that there are over 1.2 million new annual cases of
breast cancer. The heterogeneity and the molecular complexity of this type of cancer complicate the
therapeutic strategies for its prevention and treatment. Nowadays, it is believed that in many different
neoplasms, including breast cancer, the cell which is the target of cumulative mutations responsible for the
development of the cancerous phenotype is an adult stem cell. Regardless the origin of the neoplasm
(whether in mature/differentiated cell or in SC), a subpopulation of undifferentiated cells with phenotypic
characteristics of stem cells can be seen in vitro and in vivo in most malignant tumours. These cells are
designated as "neoplastics or cancer stem cells (CSCs)". It is often especulated whether CSCs would be
responsible for the molecular and morphological heterogeneity in some breast neoplasms. The peculiarities of
the CSCs make them a relevant/an important/a serious object for the development of new antineoplastic
pharmacotherapeutic approaches. Recently, Gauthaman et al (2009) demonstrated in unprecedented in vitro
studies that statins exhibit specific inhibitory effect on embryonic stem cells with karyotypic alterations and
neoplastic mammary cell lines with phenotype CSC, not affecting the growth of normal stem cells. Statins are
competitive inhibitors of coenzyme 3-hydroxy-3-methylglutaryl A (HMG-CoA) reductase and are widely used
for the primary and secondary treatment of cardiovascular diseases. Moreover, cumulative evidence points to
a possible role of these drugs in the prevention or regression of neoplastic processes. Amongst the proven
anticancer effects of statins, some of them stand out such as: inhibition of cell proliferation, promotion of
apoptosis, inhibition of angiogenesis and metastasis prevention. Thus, this study sough to elucidate
simvastatin and pravastatin effects on progenitor cells and NSCs, and on some signaling pathways in breast
carcinogenesis model (based on induction 7,12 dimethylbenz (a) anthracene [DMBA]) in female Sprague-
Dawley rats. After a 14 days treatment with the statins, the rats' breasts were examined to verify
immunostaining of progenitor cells and CSCs (CD133, CD24, CD44 and EpCAM), biological variables (tumor
volume, mitosis, proliferation index) in addition to protein analysis of Akt and Src. The highest dose of the
tested simvastatin (40mg/kg) decreased the number of tumors developed, volume and tumor growth as well as
the cell proliferation index. There was no change in the percentage of necrosis to treatment with statins.
Furthermore, simvastatin decreased the levels of Akt phosphorylation and increased PTEN levels, without
significant differences in Src levels. Simvastatin was also able to reduce the number of CD133, CD24 and
CD44 positive cells. For the doses tested, there was no difference on the analyzed parameters in the
treatment with pravastatin. As a conclusion, in this model, chronic treatment with simvastatin showed cytostatic
effects, regulatory actions towards Akt, as well as the control of CSCs and progenitor cells in the in vivo model
of mammary carcinoma.

Keywords: breast neoplams, neoplastic stem cells, 9,10-dimethyl-1,2-benzanthracene,
hydroxymethylglutaryl-CoA reductase inhibitors.
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1. INTRODUGAO

1.1 Cancer de Mama

A mama é um tecido formado por células epiteliais luminais (ductais e alveolares), células
mioepiteliais e basais (1,2,3). Estas células se organizam em ductos e estruturas alveolares, e tém a
funcéo de produzir e secretar leite (4,5) (Figura 1). A gléndula mamaria € um dos Unicos érgaos que
nao estdo totalmente desenvolvidos ap6s o nascimento, tendo diversas modificagdes estruturais e
funcionais durante a puberdade, na fase lutea do ciclo menstrual, na gravidez e lactagéo (4,6).
Todos os tipos celulares encontrados na mama podem sofrer mutagdes sucessivas, levando a um

desenvolvimento do cancer mamario.

O cancer de mama afeta mais de 1,38 milhdes de mulheres por ano, sendo a neoplasia mais
comum e a principal causa de 6bito dentre as malignidades do sexo feminino no mundo todo (7,8,9).
No Brasil, além de ser a neoplasia mais prevalente do sexo feminino, é a causa de obtido mais
abrangente dentre esta doenga (10). A heterogeneidade e a complexidade molecular do cancer de
mama dificultam estratégias terapéuticas de prevencéo e tratamento da doenga (11). Ao menos,

25% dos casos de neoplasias mamaéria tem algum tipo de resisténcia terapéutica (7).

Nos carcinomas, a transformacdo maligna é causada em parte por multiplas mutagdes
genéticas (12). O envolvimento dos oncogenes ainda ndo é muito bem esclarecido, porém, ha
evidencias de mudangas nos proto-oncogenes € nos genes supressores de tumores (12). Dentre um

proto-oncogene que € ativado no inicio de um cancer mamario, estéd a SRC (12).

Nos Ultimos anos foram sugeridas algumas hipoteses sobre a origem e manutengéo do
cancer. Dentre as novas hipoteses estipuladas, esta a teoria que o tumor pode se desenvolver
através das células basais, ou seja, através de células-tronco (CTs) (13). As células-tronco podem
acumular erros em seus acidos nucleicos originando células tronco neoplasicas (CTNs) (13). Estas
células neoplasicas podem resistir a diversas modalidades terapéuticas anti-neoplasicas, pré-dispor

a metastase e aumento a heterogeneidade do tecido (8,14).
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Figura 1 Estrutura mamaria. Foto micrografia e esquema ilustrativo das células e estruturas

mamarias (3).

A transformagao de uma célula epitelial mamaria em uma célula cancerosa evolve diversos
processos com alteragdes nos sinais intracelulares de vias de transdugdo adquirindo a célula
maligna uma maior sobrevivéncia e um aumento dos fatores de crescimento (15,16). O cancer de
mama é influenciado por horménios sexuais (estradiol e progesterona) e fatores de crescimento
(16,17). Fatores ambientais como obesidade, dieta, resisténcia periférica a insulina acompanhada
com hiperinsulinemia, sedentarismo, periodo pré-menopausa, fatores hormonais, socioeconémicos e
genéticos sdo citados como fatores de risco de desenvolvimento da neoplasia (16,18). Para o
controle do cancer de mama é necessario medidas de prevencao, que depende da identificagao de

determinantes para a doenga, no requesito de iniciagdo e progressdo neoplasica (6).

O cancer de mama pode ser dividido em dez subtipos histolégicos. Clinicamente, utiliza-se
uma classificagdo basica do subtipo determinado pela expressdo de receptores hormonais
(estrogénio e/ou progesterona), pela expressao de fator de crescimento epididermal humano (HER2)
e pela marcagado negativa (triplo-negativo) que ndo expressa nenhum dos marcadores citados (7,19).

Mais da metade dos casos de carcinomas séo horménios dependentes (16).

O subtipo histolégico mais comum é o receptor estrogénio (ER) e progesterona (PR)
positivos, também classificados como luminal A ou lumunial B (7). Estes receptores sdo ativados
pelos horménios estradiol ou progesterona, ativando fatores de crescimento (7). Subtipos positivos

pra HER2 representam em média 20% dos casos (7). HER2 promove a prolifera¢éo e ajuda na
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sobrevida celular (7,20). Ja tumor triplo-negativo, também denominado como tipo basal, representa
de 10 a 20% dos casos (7,19). Em todos os subtipos podem-se observar quadros de metastases. Os
tecidos mais acometidos pelas metastases do tumor primario mamaério sdo: 0sso, pulméo, figado e

cérebro (20). Quadros de metastases leva a um pior prognostico e diminui a chance de cura (20).

Independentemente do subtipo histologico, inimeros casos tém resisténcia a diversas
terapias utilizadas, como inibidores dos receptores hormonais, imunoglobulinas, radioterapia e a
quimioterapia (7,19,20). Ainda, h& opgao de tratamento de tumores mamarios com inibidores da
ciclo-oxigenase (e.g. aspirina) € mais recentemente com drogas que diminuem o metabolismo (e.g.
metformina) (16). Dentre os mecanismos de resisténcias terapéuticas, estdo a presencas de
proteinas de resisténcia a multiplas drogas, como transportadores ABC e a glicoproteina P, além da
sinalizacdo intracelular da proteina quinase Akt (7). Akt é expresso em tecidos neoplasicos e nao

neoplasicos e regula diversas fungdes celulares, como a proliferagdo e diferenciacao (7).
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1.2 Tirosina Quinase B (Akt)

Fisiologicamente, as fosfatases participam na ativagao de diversos fatores de crescimento
(21). As fosfatases podem ser ativadas pelos receptores de tirosina quinase, levando a uma cascata
de sinalizagdes intracelulares (22). Sinalizagdes celulares provenientes das fosfatases geram uma
transducao na cascata de moléculas intracelulares que estéo envolvidas na proliferacao,
sobrevivéncia, sintese proteica, no metabolismo, na diferenciacao e na motilidade celular (22,23).
Dentre as fosfatases, encontra-se a fosfatidilinositol quinase (PIKs) no qual sua ativagéo leva a
regulacdo de multiplas fungdes celulares (15). Entre as PIKs, esta a familia PI3K, responsavel
principalmente pela regulacdo do crescimento celular e pela prevengao de processos de apoptose
(15).

Ao ativar a PI3K, formam-se segundos mensageiros como 3,4,5-PIP3. Estes mensageiros
podem levar a ativagdo de diversas proteinas, como a serina/treonina quinase Akt, também
chamada como proteina quinase B (15,23). Akt € uma proteina com diversas isoformas (Akt-1, Akt-2,
Akt-3) e esta é considerada uma mediadora critica para diversas agdes celulares, como proliferagao
celular, metabolismo, sobrevivéncia, invasao e migragao celular, angiongénese, apoptose e na
reparagao do DNA (15, 22, 24). Quando ha ativagao da Akt, diversas etapas e segundos
mensageiros sao ativados, como a proteina mTOR, Bcl-2, Bax e caspase-9 (15; 25,26) (Figura 2). A

Akt pode ser fosforilada em diferentes sitios, como na tirosina 308 e na serina 473 (24).

Proteinas citoplasmaticas como a PTEN pode controlar impedir a fosforilagéo da Akt ao
diminuirem a gerag&o de PIP3 (15, 27). Em diversos carcinomas s&o observados uma diminui¢&o da
expressdo da PTEN com sua perda de fungdo, aumentando a atividade da Akt, levando a um pior
prognéstico (22, 27, 28, 29).

Estes mecanismos de regulagdes celulares, ndo estédo ligados apenas em células
diferenciadas, mas também em células tronco e progenitores (CP) (30). Modelos murinos de cancer
de prostata demonstraram que ao inibir a PTEN, ha uma expanséo de CTs e CPs (29). Ainda, ha
hipéteses que a via PTEN/Akt tem fungdes importantes na regulagdo de CTs e CPs mamarias (29).
Em CTNs, ha um aumento a fosforilagdo da Akt no sitio da serina 473 (30). Testes experimentais
demonstram que ao inativar a PTEN em células tronco (CT) embrionarias, resulta na geragéo de

tumores em camundongos nude (21).
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Figura 2 Via intracelular da Akt. Sinalizag&o intracelular da Akt e suas agdes biol6gicas (24).

No cancer de mama a via de PI3K/Akt esta superativada (195, 28). Dependendo do subtipo
histolégico (se positivo para horménio receptor ou para Her-2) do cancer mamario, ha uma mudanga
na expressao de PI3K, PTEN e Akt (15). Em outras neoplasias sélidas como célon, reto, ovario,
pancreas, endométrio, encéfalo e em melanomas observa-se também um aumento destas proteinas
acompanhadas com um aumento de atividade (15, 31). A expressao de Akt esta ligada a resisténcia

terapéutica (22).

Na neoplasia mamaria, observa-se uma perda da fun¢do da PTEN, o que pode levar a uma
maior ativagdo da Akt (15). Akt € um possivel alvo-terapéutico e diversos inibidores que diminuem
sua fosforilagao estdo sendo estudados (15). Como Akt participa de diversas fungdes celulares além
da regulagao da proliferagéo, muitos efeitos adversos pelo uso de seus inibidores s&o de origem

metabdlica, como a hiperglicemia (15).
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Testes in vitro, demonstraram um possivel efeito inibitério do grupo farmacoldgico das estatinas
na sinalizagdo da Akt (32). Sinvastatina foi capaz de diminuir a fosforilagdo da Akt em cultura de
células de cancer de prostata, sendo este efeito dose-dependente (32). Junto com este efeito, foi
possivel observar um aumento da apoptose, inibicdo da migragéo celular e diminuigao da
proliferacdo, todos relacionados com a diminuigao da fosforilagao (32). Em modelos experimentais in
vitro utilizando culturas de MCF-7 (de cancer mamario de humanos), sinvastatina, fluvastatina e
pravastatina aumentaram a expressao de PTEN e a expresséo de seu mRNA (33). Ja em
experimentos in vivo utilizando camundongos nude injetados com células mamarias cancerosas,
sinvastatina foi capaz de diminuir significantemente a fosforilagdo da Akt e aumentar a expressao de
PTEN (27).
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1.3 Tirosina Quinase SRC

A familia de proteinas tirosina quinase consiste em nove membros, o Lyn, Fyn, Lck, Yes,
Hck, Blk, Fgr, Yrk e SRC, sendo estes presentes na maioria dos tecidos, incluindo a mama (34, 35).
SRC é uma proteina tirosina quinase de 60 kDa localizada na membrana do lado intracelular (36,
37). Uma vez ativada, a SRC esta envolvida na regulagdo normal e de processos oncogénicos,
como a proliferacdo, diferenciagao e motilidade e adeséo celular, além de participar de processos de
angiongénese (34, 36, 38) (Figura 3). A SRC possui trés sitios de fosforilagéo na tirosina: 215, 416 e
527 (34, 36, 37). A fosforilagdo da tirosina dos sitios 215 e 416 ativa as fungdes excitatérias da

proteina, enquanto que a fosforilagdo do sitio 527 tem um efeito inibitorio da atividade da SRC (37).

SRC esta implicado no desenvolvimento e progresséo de diversos tumores, como de préstata,
pulm&o, mama, gastrointestinal como no estdbmago, célon e do reto, pancreatico e melanoma (34,
39, 36). Na neoplasia, a SRC encontra-se ndo apenas ancorada a membrana plasmatica, mas
também livre no citoplasma (37, 39, 40). O aumento da expresséo de SRC no tecido é um indicativo

de pior prognéstico (34, 40).

No cancer de mama ha diversos sinais intracelulares envolvendo a fosforilagdo da SRC e o
carater de malignidade (36). H4 aumento da expressdo da SRC de 30 a 40 vezes no tecido
canceroso em comparag@o a mama normal e marcagao positiva para fosforilagdo nos sitios tirosina
416 e 527 correlaciona-se com incidéncia de metéstase (34, 36, 37, 39). Na neoplasia maméria, a
SRC é caracterizada por (1) superexpressao e aumento da fosforilagéo, (2) participagao na
sinalizagdo com a HER, (3) disseminagao de células cancerosas para o tecido 6sseo e (4)

resisténcia a diversas terapias (eg: transtuzumab) (41, 42).

H& uma correlagdo com os niveis de SRC e carcinomas ductais in situ com alto grau
agressividade, alto grau nuclear, alto indice de necrose, alto indice de proliferagdo (marcagao para
Ki67) e de positividade para HER2 (17, 43). Ainda, em tumores mamarios positivos para HER2, ha
uma relagéo da ativagdo da PI3K/Akt e SRC (36, 41). SRC pode regular a progresséo do ciclo
celular ativando a via PI3K/Akt, provavelmente pela SRC poder controlar parcialmente a habilidade
da PTEN de inibir a fosforilagdo da Akt (34). Para tumores mamarios positivos para receptores de

estrogénio e progesterona, ndo ha uma correlagdo com os niveis de SRC (12, 40). Ja em tumores
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mamarios triplo negativos, ha uma correlagéo com a expressao da SRC fosforilada na tirosina 215
(40).

Figura 3 Via intracelular da SRC. Sinalizacéo intracelular da SRC e suas ag¢des bioldgicas (36).

34



1.4 Células-Tronco Neoplasicas

Existem diversos tipos de células-tronco (CT), sendo que estas sdo classificadas como
embrionaria, fetal, umbilical ou adulta (44). Estas células tém duas propriedades principais, como (1)

a capacidade de auto-renovacgao e (2) a de originar diferentes linhagens celulares (8).

Em conjunto, essas caracteristicas conferem as CT um papel fundamental tanto em
processos fisioldgicos tais como na formagédo de 6rgaos durante a embriogénese, renovagao natural
de epitélios ou reparagdol/cicatrizagéo de tecidos lesados. No tecido mamério CT adultas podem se

diferenciar em tecido ductal ou alveolar epitelial e em células mioepiteliais (45).

As CTs podem se expandir de forma simétrica ou assimétrica, originando duas novas células
tronco filhas, ou uma nova célula tronco e uma célula-progenitora (CP), para posterior diferenciagéo
a uma célula madura epitelial (11, 45, 46). A auto-renovagao celular é controlada através de diversos

genes como Bmi-1, Notch, Wnt e citocinas como TGF-I (45, 46).

As CTs estéo ligadas também a processos patolégicos, como em processos degenerativos,
processos inflamatérios e em particular na génese e manutengdo de neoplasias malignas (8).
Atualmente, acredita-se que em diversas neoplasias, a célula alvo de mutagbes cumulativas

responsaveis pelo desenvolvimento do fenétipo canceroso seja a CT adulta (45).

Independentemente da origem da neoplasia (se em célula madura/diferenciada ou em CT), é
possivel constatar in vitro e in vivo, na grande maioria dos tumores malignos, uma subpopulagéo de
células indiferenciadas, com caracteristicas fenotipicas de célula tronco, que em geral correspondem
a menos de 1% da neoplasia (8). Essas células séo designadas como “células tronco cancerosas ou

neoplasicas (CTN)” (figura 4).

Com frequéncia, especula-se que as CTN poderiam ser responsaveis pela heterogeneidade
morfolégica e molecular de algumas neoplasias (como 0s carcinomas mama e ovario) (11, 45).
Embora representem, geralmente, pequena parcela da neoplasia total, as CTN tém sido associadas
em inumeros estudos a capacidade de maior resisténcia aos principais protocolos terapéuticos anti-
neoplasicas — especialmente, a quimioterapia, a radioterapia e a imunoterapia (8, 11). Essas
modalidades parecem atuar de forma eficaz apenas sobre as células diferenciadas da neoplasia,

reduzindo significantemente essa subpopulagéo e deixando para tras CTN. As CTNs expressam
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moléculas como MDR1 e ABCG2, o que parece conferir a resisténcia das terapias ja citadas (8).

Tanto CT e CTNs tém habilidade maior de proteger o DNA de danos em comparagéo a células
diferenciadas (20).
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Figura 4 Células-tronco e células-tronco neoplasicas. Células-tronco e células-tronco
neoplasicas mamarias e processos de divisdo e diferenciagao celular (8).

Acredita-se que estas células proliferariam lentamente, levando anos para reconstituir a
neoplasia original em niveis detectaveis pelos principais métodos laboratoriais € imagenolégicos de
diagnéstico. Dessa forma, as CTN poderiam estar implicadas diretamente em recidivas em longo
prazo (mais de 5 anos pds-remissao), observadas em algumas neoplasias como o cancer mamario

apds a remogao do tumor primario (11, 45). Por isto, criam-se hipéteses que terapias convencionais
nao removem ou tratam com sucesso as CTNs (45).

Na Ultima década, evidéncias cientificas cumulativas tém demonstrado que a propor¢édo de
CTN em uma neoplasia pode estar associada a: comportamento biolégico mais agressivo (e.g.,

maior capacidade de invasdo/metastatizagdo), maior risco de recidiva (principalmente em longo
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prazo) e, por conseguinte, pior progndstico (11). A relagdo entre CTN e parametros de valor
prognéstico/preditivo de resposta terapéutica em malignidades torna este fenétipo celular um alvo
essencial em pesquisas sobre fisiopatologia do céncer e farmacologia de anti-neoplasicos,
direcionadas para o aprimoramento das estratégias atuais de tratamento do cancer (11). Grande
parte da literatura neste tema se desenvolveu ha menos de 10 anos, inicialmente envolvendo
neoplasias hematoldgicas (em particular, leucemias) e, posteriormente, neoplasias sélidas, com

destaque para a pesquisa relacionada ao cancer de mama (47).

No cancer de mama, a presenga de CTN foi estabelecida em linhagens celulares, modelos
experimentais murinos € em tecido humano, através de diferentes técnicas, dentre as quais se
destacam: o teste de efluxo do corante Hoechst, a formagdo de mamosferas em cultura de
suspensao, a imunofenotipagem por citometria de fluxo e por imuno-histoquimica (48). Sabe-se que
na mama, as células tronco podem se diferenciar em ductos ou alvéolos epiteliais, além de células

mioepiteliais (11).

A escolha do melhor método de identificagdo de CTN é controversa (3, 49). Em favor dos
métodos de imunofenotipagem, temos o fato de serem mais factiveis (menos
complexos/trabalhosos) e envolverem menor custo (com reagentes, equipamentos e profissionais),
sendo, portanto mais facilimente adaptaveis a diferentes tecidos/modelos, bem como a rotina de
laboratérios de pesquisa e, futuramente, de servigos assistenciais. Nesse sentido, as técnicas
imuno-histoquimicas, em particular, apresentariam ainda a vantagem de permitir o estudo in situ
(i.e., contextualizado) das CTN, com correlagdo morfoldgica, arquitetural e topogréfica (uma vez que
as células sdo observadas em seu contexto histoldgico habitual). Dado que nenhum marcador é
absolutamente especifico para CTN, essa correlagdo citoarquitetural/topogréfica poderia ndo s6
reduzir as chances de falsos positivos (reagéo cruzada com elementos tissulares normais — dificil de
ser avaliada por citometria de fluxo, por exemplo), como poderia fornecer insights a respeito do

papel biolégico especifico das CTN em varias neoplasias (3, 49).

A identificacdo de CTN por métodos imunolégicos tem permitido, recentemente, estudos
visando n&o s confirmar no cancer de mama o valor prognéstico dessas células, como também
avaliar farmacos que atuem sobre células neoplasicas diferenciadas/comprometidas e sobre as

CTN, sem acarretar dano as CT normais (11). As CTNs expressam moléculas especificas como

37



proteinas e glicoproteinas na superficie da membrana plasmatica, no citoplasma ou no nucleo e se

caracterizam pela auséncia de outras moléculas (8, 50).

O perfil imunofenotipico de uma CTN pode variar de (1) neoplasia por neoplasia, (2) para
cada espécies de mamiferos, (3) dos diversos modelos experimentais, (4) da técnica utilizada

(imuno-histoquimica e citometria) e (5) do tipo amostras (in vitro ou in vivo) (8).

Dentre as moléculas especificas expressas por estas células, encontram-se CD34, CD133,
CD44, ALDH, ESA, Sca-1, EpCAM, Oct4 ou combinagbes como CD44*/CD24- (51). Estes
marcadores sdo os mais utilizados para indicativos de CTN, sendo usados nas pesquisas cientificas
e nos estudos de CTNs (50, 52). Na tabela 1, encontram-se informagdes sobre a expressdo destes

marcadores imunofenotipicos das mais diversas neoplasias.

Além das proteinas expressas citadas, as CTNs expressam em abundancia receptores de
hormonios de crescimento, sendo que altos niveis séricos do horménio de crescimento pré-dispde
um risco maior do desenvolvimento do cancer de mama (11). Estrogénio e progesterona sao citados
como fatores que induzem o aumento da produgdo do hormdnio de crescimento por células

mamarias (11).

Tabela 1. Principais marcadores imunofenotipicos de CT, CP e CTNs em diferentes

neoplasias malignas (8, 51).

Marcador Sinonimia OrgaolTecido
CD133 Prominina-1 Mama, prostata e pancreas
CD24 - Mama
CD44 - Mama e prostata

EpCAM  Antigeno epitelial-especifico Mama e pancreas
CD34 - Intestino, figado e pancreas
Oct-4 - Mama

Sca-1 Antigeno de célula tronco  Mama, préstata, medula dssea
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1.4.1 CD44

CD44 é uma glicoproteina de transmembrana contendo dominios extrecelulares e um
dominio unico intracelular (53). Existe uma forma padréo para CD44 e mais de dez isoformas
(CD44v1-10) originadas de um unico gene que contém 10 éxons (53, 54). Esta molécula tem um
peso de 85-90 kDa e é expresso em diferentes tecidos como a mama, tecido linfatico, cérebro e
figado (53).

Em mamiferos, CD44 é um receptor de adesdo celular junto com o &cido hialurdnico,
componente mais abundante da matrix extracelular. (53, 55, 56). Em tecidos néo neoplasicos a
forma padréo e algumas isoformas sé@o expressas em células mioepiteliais, epiteliais, fibroblastos do
estroma, capilares sanguineos e em linfécitos extravasculares (53). Na mama, alguns estudos
demonstram auséncia da marcacdo para CD44 no tecido e outros apontam uma marcagao
membranal positiva nas células epiteliais (53). Modelos experimentais utilizando camundongos
CD44-/CD44- observaram uma diminui¢do na formagdo e dos tamanhos dos ductos e alvéolos
terminais mamarios, indicando uma ag&o direta na proliferagdo celular (55). Horménios reprodutivos

podem influenciar a expressao desta molécula nos tecidos (53).

Em células neoplasicas, a ativagdo do CD44 leva a regulagdo da agregacgao celular,
proliferacdo, migragdo e de processos angiogénicos (53). Observam-se expressdo desta
glicoproteina no tumor de mama, préstata, pele, gastrointestinal, ovario, pulméo e rim (53, 54). Em
lesdes benignas da mama, CD44 ¢ detectada na regido do epitélio alveolar, ductal (regido luminal) e
no mioepitélio, indicando possivel relacdo dessa molécula com o indice de proliferagdo (53). Em
tumores mamarios invasivos, células CD44 positivas séo classificadas como CP (55). J& em tumores
mamarios com a presenca de metastase, CD44 esta superexpresso nas células epiteliais, indicando
possivel marcador para a progressdo tumoral, metastase e para avaliagdo do progndstico (53).
Estudos demonstraram a correlagdo da superexpresséo de CD44 com alto grau histolégico e
sobrevida em canceres de mama (55). Outros estudos in vivo sugerem que em diversas situagoes o

CD44 pode inibir a progressao tumoral e diminuir o risco de metastase (55).

Experimentos in vitro utilizando cultura celular de cancer de préstata, demonstraram que

células CD44 positivas estéo ligadas a proliferacdo, migragéo e invaséo e disseminagdo metastatica
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celular enquanto que nas células cancerosas mamarias CD44 esta ligado a remodelagdo do

citoesqueleto e aumento do indice de metéstase e invaséo (55) .

Recentemente, CD44 tem sido associado como marcador de CT na mama normal e na
mama com lesdes neoplasicas (57). Técnicas mais refinadas utilizam a imunomarcagao dupla para
CD44+/CD24-Meixa para identificagdo mais precisa CTNs (57, 58). Células com este perfil representa
um subpopulagdo equivalente a 10-20% da massa total tumoral em neoplasias mamarias (50, 57).
Células com este perfil tém a capacidade de gerar diferentes linhagens celulares e possui resisténcia

contra as terapias convencionais (57).

1.4.2 CD24

CD24 ¢é uma proteina de adesdo pequena ancorada a membrana de peso de 30 a 70 kDa,
formada por 27 a 30 aminoacidos (59, 60). CD24 é encontrada em células do sistema
hematopoiético (pré-linfocitos B e precursores de neutréfilos), em tecidos nervosos e em epitélios,
como os queratinéticos e no tubulo renal (60). Em mama normal, CD24 é raramente expresso (61,
62). Células com CD24 expressam grandes quantidades de genes implicados no metabolismo de

carboidratos e no RNA splicing (58).

A marcagdo de CD24 é na membrana apical € na membrana citoplasmatica e em alguns
casos pode ser expresso no citoplasma (58, 61). Outros autores afirmam que células CD24 positivas
sdo células luminais diferenciadas (58). Sua expresséo é utilizada para avaliagdo de CTNs, mas
outros trabalhos demonstraram que esta molécula é expressa em CP do epitélio mamario e outros

como células mais diferenciadas (59, 63).

Em tumores, CD24 é um dos responsaveis pela tumorigenese e pela progresséo tumoral.
Sua expresséo € correlacionada com um mau prognostico e com uma baixa sobrevida no cancer
mamario, de pulméo, ovario, prostata e de bexiga (59, 60, 61). A proteina CD24 em modelos
experimentais in vivo pode promover a invaséo tecidual, facilitando o movimento da célula pelo
tecido e pela penetragédo no endotélio (60). Ainda em tumores, CD24 estimula a proliferacao celular
(60). Tumores de ovario e de mama, CD24 geralmente é expresso em periodos mais avangados da
doenca (99).
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Em modelos in vitro sugere a importancia do CD24 para imigragao e invasao celular (64, 65).

Células de metastases mamarias expressam CD24 (58).

1.4.3 CD133

CD133 ou prominin-1 é uma glicoproteina de transmembrana pentamétrica (120 kDa) e é
codificado pelo gene PROM1 (30, 66). Esta molécula é transmembranal e é encontrada na
membrana apical das células e em alguns casos no citoplasma (66, 67). Esta glicoproteina esta
ligada diretamente ao aumento do contelido do DNA celular, podendo observar um prolongamento
das fases G1-GO0 do ciclo celular o que contribui para a base da formagao tumoral (44). Ainda nao
sdo conhecidas outras possiveis fungdes desta molécula, mas cita-se um envolvimento ao estresse
bioenergético celular (50, 68). Dentre as vias intracelulares envolvidas na expressao e regulagao
desta molécula estdo a mTOR, Akt, Wnt e SRC (30, 68, 69 , 70). Em experimentos in vitro de
amostras de tumores de cabega e pescogo CD133 aumenta a fosforilagdo da SRC, potencializando
a malignidade da célula tumoral (69). Em modelos in vivo em camundongos NOD/SCID células
mamarias CD133 conseguem desenvolver novas massas tumorais (71). No tecido mamério,
modelos de knockout para CD133 ndo afeta a renovagéo celular, mas a ramificagdo dos ductos e
alvéolos mamarios (68). Células neoplasicas que expressam CD133 sédo citadas como responsaveis

pela iniciagéo, propagacao e recidiva de diversos tumores (72).

CD133 é expressa em células-tronco embrionarias, CT normais, células sanguineas
progenitoras e em CTNs (68). CD133 é utilizado para a identificagdo de células- tronco somaticas
e/ou células CP em diversos tecidos, incluindo o tecido mamario, pancreatico e em neuroblastomas
(66 70, 71, 73). Tumores de colon, do cérebro, prostata, de figado, cabega e pescogo e tumores
mamario invasivos expressam uma subpopulagdo de células CTNs CD133 positiva na membrana
celular (69, 74). As células CD133 positivas tém a capacidade da auto-renovagéo celular associado

com a divisao assimétrica (50).

Diversos estudos anatomo-patolégicos demonstram que a alta expressdo de CD133 em
diversas amostras de tumores sdlidos se correlaciona positivamente com um pior progndstico,
sobrevida do paciente, estagio e tamanho tumoral, como no cancer de mama, pulmao, colon,

prostata, ovério, estbmago, figado, bexiga e cérebro (67, 68, 71). Estudos correlacionam a
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expressao positiva desta molécula com aumento da angiogénese no tecido tumoral e em processos
de recidivas (68, 69). Em carcinomas mamarios triplo-negativo (receptores de estrogénio e
progesterona e marcacdo para HER2) ou em carcinomas mamarios invasivos (negativos para

receptores de estrogénio), ha uma correlagdo com metastase nos linfonodos axilares (71, 74).

Células CD133 positivas estdo associadas a resisténcia terapéutica, principalmente no
tratamento quimioterapico e na radioterapia (68, 72). Estas células que expressam esta proteina
podem ser importantes alvos terapéuticos ja que estdo ligadas a diversos processos fisiopatoldgicos

da neoplasia (73).

1.4.4 EpCAM

EpCAm (Ephitelial Cell Adhesion Molecule) é uma proteina de tramsmembrana de 40 kDa
constituida por 314 aminoacidos sendo que 26 destes sdo encontrados na area intracelular (75, 76,

77). EpCAM é um marcador usado para identificar células epiteliais, CPs e CTs e CTNs (77, 78).

Esta proteina tem diversos sindnimos, como KSA e ESA ou TACSTD1 (Tumor-associated
calcium signal transducer protein 1-precursor) (79). Esta proteina tem como fungdo estabilizar
adesdes entre as células no tecido, na proliferacdo e no ciclo celular, na migragao celular e na
autorenovacdo celular (em CTNs) (76, 78, 80). Durante o desenvolvimento embrionario ha
expressao desta molécula em diversos tecidos (ex: hepatdcitos, células gastricas, mioepitelias) e em

tecidos maduros/adultos ha uma auséncia desta molécula (80).

EpCAM é superexpresso em canceres como na mama, prostata, ovario, pulméo, hepatico,
de rins e tumores gastricos (75, 78, 80). Nestes tumores, ha produgédo de diferentes versdes de
EpCAM, sendo que a expressdo desta molécula correlaciona-se com diminuigdo da sobrevida nos
pacientes (75, 80). Nos tumores, ainda nédo sabe o certo a funcdo de EpCAM, cita-se que esta
molécula esta relacionada com a progressao neoplasica, aumento de mecanismo de resisténcia a
apoptose a pré dispor metastases (76) e outros reportam que a diminui¢do da expresséo leva a

quadros de metastase (81).

Em amostras de mamas humanas, EpCAM & expressa no epitélio luminal (82). Na mama de

camundongos, a ativacdo de EpCAM pode levar a um aumento do nimero de ductos e da produgao
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de proteinas do leite (75). H& uma redugdo de processos de apoptose, aumento da expressao de
proteinas anti-apoptéticas e aumento da proliferagao celular no tecido mamario (75). Ja em lesdes
benignas da mama EpCAM é expressa em baixas concentragdes na regido luminal das células

epiteliais e superexpresso no epitélio dos carcinomas mamarios (76, 83).

EpCAM esta mais expresso em tumores ductais que lobulares (80, 83). O mecanismo que
leva superexpressao ainda néo é claro, mas héa hipéteses do envolvimento da disfun¢éo da proteina
p53 (76). Ainda, na mama EpCAM esté ligado com a sinalizagéo de CT, tornando esta molécula, um
alvo terapéutico promissor (76). A expressdo desta molécula nas neoplasias mamarias também
correlaciona com o aumento do volume tumoral, da frequéncia de mitose e o do pleomorfismo

nuclear (81).
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1.5 Dimetilbenz-(a)-antraceno (DMBA) como modelo de carcinogénese mamaria.

Modelos animais sdo amplamente usados para o estudo da carcinogénese mamaria (5).
Para o estudo da carcinogénese mamaria € comum utilizar modelos experimentais de indugdo
quimica em ratas Sprague-Dawley, Wistar-Furth e em camundongos (6). As espécies de ratas tém
grande chance do desenvolvimento de neoplasmas mamério € as lesGes desenvolvidas se
assemelham com as lesdes de humanas (5, 84). Para estes modelos quimicos, utilizam-se animais

jovens e virgens (6, 17).

Tumores podem ser induzidos quimicamente com a administragdo de 7,12-
dimetilbenz(a)antraceno (DMBA) ou N-nitroso-N-metilurea (NMU), sendo modelos complexos com
diversas etapas de carcinogénese como iniciagdo, promogdo e progressao (6, 17, 84). Estes
modelos de carcinogénese sdo muito utilizados e Uteis, pois reproduz um modelo préximo ao
carcinoma gerado em humanos e microscopicamente os tumores dividem critérios préximos de

malignidade (5, 6, 17). Na tabela 2 demonstra a classificagcdo dos tumores mamarios em ratas (84).

DMBA é um hidrocarboneto poliaromatico policiclico que ao ser metabolizado por oxidagéo e
produz diol-epoxide, que se liga ao DNA criando pontos de mutagdes (6, 18, 25). O resultado da
lesdo no DNA é o aumento da expressao e de mutagdes no oncogenes Ras e c-erb B (18). Estipula-
se também, que o DMBA pode suprimir células do sistema imunoldgico, como o linfécito natural killer
e diminuir concentragbes séricas de imunoglobulinas, contribuindo para o desenvolvimento da

neoplasia (18).

Neste modelo de carcinogénese, podem ser desenvolvidos carcinomas ductais, papilares,
fibroademonas e adenomas, e ndo se observa quadros de metastase (6). Presenca de agentes
antioxidantes podem inibir a iniciagdo e a promogédo da carcinogénese dada pela acdo do DMBA
(18). Ainda, nos tumores desenvolvidos observam-se um aumento da expressdo de Akt e dos

receptores de tirosina quinase no tecido neoplasico mamario (25).
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Tabela 2. Classificagao de subtipos histologicos de neoplasias mamarias de ratas (84).

I.Neoplasma Epitelial
A. Lesao Benigna
1. Papiloma intraductal
2. Cistoadenoma papelifero
3. Adenoma
(a)Tubular
(b) Lactagao
B. Lesdes Precancerigenas
Proliferagéo intraductal
C. Lesdes Malignas
1.Carcinoma Ductal in situ
(a)Papelifero ductal
(b)Ductal sélido e cribriforme
(c)Ductal comedal
2. Carcinoma Invasivo
(a)Papilar
(b)Cribriforme
(c)Comedal
(d) Tumor
Il Neoplasias Estromais
A. Benigno
Fibroma
B. Maligno
Fibrosarcoma
Il Neoplasia Epitelial Estromal
A. Benigno
Fibroadenoma
B. Maligno
Carcinomasarcoma
IV Les6es nao neoplasicas
Alteragdes cisticas
(a) Ductal
(b) Lobular
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1.6- Estatinas

As estatinas séo inibidores competitivos da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA),
sendo esta uma enzima responsavel pela biossintese do colesterol (44). A inibi¢do da HMG-CoA
redutase faz com que diminua a sintese de acido mevalonico, sendo este um importante precursor
de componentes isoprenoides (moléculas de cadeias longas e carater hidrofobico) e do colesterol
(85, 86, 87) (figura 5). As estatinas sdo capazes de diminuir no plasma o colesterol e triglicérides
totais, as lipoproteinas VLDL-c e LDL-c, além de aumentar HDL-c (87, 88, 89). No figado, as
estatinas sdo capazes de aumentar os receptores e a recaptagdo de LDL-c (90). Por estes
mecanismos farmacoldgicos, as estatinas sdo utilizadas na prevencéo e tratamento de doencas

cardiovasculares primérias e secundarias (44, 91).

A inibigdo de HMC-CoA é dada pelo grupo farmacoférico, um anel aromético hidrofébico
capaz de se ligar de maneira reversivel com o sitio ativo da enzima HMG-CoA (figura 6) (87).
Lovastatina e a sinvastatina sdo pro-drogas e tem em sua estrutura quimica um anel aromatico com
lactona (87). Estas duas drogas necessitam ser hidrolisados para ser ativado a uma forma hidroxi-

acido, com atividade farmacologica na inibigédo da enzima HMG-CoA (87).
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Figura 5 Via bioquimica da HMG-CoA redutase. Biossintese do colesterol pela agao

enzimatica HMG-CoA e a agao inibitoria das estatinas (87).
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Figura 6 Estruturas quimicas das estatinas. Estruturas quimicas dos inibidores da

hidroximetil glutaril coenzima A (HMG-CoA). Circulado encontra-se o grupo farmacoférico

responsavel pela inibicdo da agao enzimatica (87).

HMG-CoA é encontrada principalmente nos hepatécitos, mas também é presente em outros
tecidos periféricos, como coragdo, vasos sanguineos, cérebro € mama (92, 93, 94). Nas mamas de

lactentes, hd um aumento da expressao e da funcdo desta enzima em comparagdo com mamas de
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virgens (92). O pico de atividade enziméatica na mama encontra-se no periodo diurno, diferente da

atividade no figado que é maior no periodo noturno (92, 95).

Os inibidores da HMG-CoA podem ser divididos entre dois grupos: (1) as lipofilicas
(sinvastatinas, mevastatinas, lovastatinas, fluvastatinas, atorvastatinas, pitavastatina) e (2)
hidrofilicas (rosuvastatinas e pravastatinas) (85). Mevastatina e lovastatina séo compostos naturais
(derivados de fungos), sinvastatina e pravastatina sd@o moléculas semi-sintéticas enquanto
fluvastatina, atorvastatina, rosuvastatatina, pitavastatina sdo sintéticos (44, 87, 96). Estes grupos
parecem néo ter um efeito farmacoldgico distinto, porém cita-se que as estatinas lipofilicas podem
causar efeitos colaterais mais abrangentes, principalmente miopatias (44, 97). Estas drogas se
diferem entre si pelas propriedades farmacocinéticas e pelo tempo de agéo nos sitios ativos (96)
(Tabela 3).

Tabela 3. Perfil farmacocinético e farmacodindmico das diferentes estatinas (90).

ICs0

Ligagao a
HMGCoA  Absor¢do Biodisponibilidade Profsina Tiz Vd  Metabolismo
Redutase  Oral (%) (%) B(h) (LIKg)  CYP450
(%)
(nM)
Pravastatina 4 35 18 50 1-3 0,46 (3A4)
Lovastatina 2-4 30 5 >98 2-5 - 3A4
Sinvastatina 1-2 60-65 <5 >95 2-5 - 3A4
Fluvastatina 3-10 98 30 >08 1-3 042 2C9
Atorvastatina 1,16 30 12 >98 720 54 3A4
Rosuvastatina 0,16 50 20 90 20 17 2C9
Pitavastatina 0,1 80 60 96 10-13 0,70 2C9

No geral, 0 uso das estatinas é considerado seguro e graves reagdes adversas sdo raras
(87). Entre as reagbes adversas mais comuns observados pelo uso das estatinas estdo a
miotoxicidade, levando a quadros de rabdomitlise, proteinuria (pelas estatinas hidrofilicas),
disfuncéo hepatica, problemas neurolégicos e riscos de desenvolvimento de diabetes melitus tipo |l
(87,90, 98).

49



Lesdes no musculo esquelético, como a mialgia e miopatias, séo os efeitos adversos mais
comuns com o uso das estatinas (90). Nestes pacientes é comum ter o aumento das enzimas
creatinina kinase (CK) séricas (90). Os mecanismos que levam a mialgia ainda ndo sdo muito claros,
mas observam-se disfungdes na mitocdndria e aumento da expressdo de atrogin-1 (gene envolvido
na atrofia muscular) (90). Os problemas musculares podem levar a problemas renais como a
rabdomidlise, com quadros de proteinUria, hematiria e quadros de insuficiéncia renal (90). Menos
comum que as miopatias, 0 uso da estatina pode levar a um desenvolvimento de hepatotoxicidade,
levando a um aumento da concentragéo sérica de enzimas transaminases, como a ALT (90). Ja o
risco de desenvolvimento de diabetes melitus tipo Il pode ser pelo fato que as estatinas estimulam a

criagao de resisténcia periférica dos tecidos com a insulina (90).

Além do uso em terapias hiperlipidémicas, as estatinas podem exercer efeitos
farmacoldgicos independentes da produgdo de mevalonato, como efeitos imunomodulatérios,
antiinflamatérios, diminuicdo de radicais livres de oxigénio e efeitos anti-neoplasicos (44, 98, 99).
Tais efeitos anti-neoplasicos podem ser dados por as estatinas prevenirem ou regredirem diversos

processos tumorais (99, 100, 101).

Pesquisas em individuas do sexo feminino revelaram que os usos das estatinas podem
diminuir o risco de incidéncia de cancer mais de 20% (102, 103, 104). Estes resultados sugerem que
as estatinas utilizadas sozinhas ou em combinagdes com outros agentes antitumorais estdo
associados com a diminui¢do do risco de cancer (85). Entre os tumores que mais respondem a agao
antitumoral das estatinas, encontram-se os canceres de pele, célon, reto, mama, pulmao, préstata,
no 0sso além de leucemias (101, 104). Tanto as estatinas lipofilicas e hidrofilicas tem propriedades

anti-neoplasicas, mas no geral, as drogas lipofilicas séo mais efetivas (91).

Entre os efeitos anti-neoplasicos das estatinas observados, incluem inibigdo da proliferagéo
celular, promogao de apoptose, inibicdo da angiogénese e a prevencdo de metastases (44, 101).
Tais efeitos podem justificados pela inibigdo da sintese de mevalonato ou por efeitos farmacolégicos
paralelos, no qual se observam alteragcbes dos niveis de oncogenes. O exato modo de agao
antiproliferativo celular e pro apoptotico pelas estatinas nas células cancerosas ainda ndo séo muito

bem esclarecidos (27).
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Por as estatinas inibirem a sintese de mevalonato, estas bloqueiam a biossintese e a
prenilacdo de intermediarios de isoprondides de proteina-G, como Rho A, B, C, Ras e CEBPE/F, o
que impede a auto-renovagdo celular (86, 105, 106). Ja agdes que independem da sintese de
mevalonato, podem controlar niveis dos genes p21 e p27, diminuindo a proliferagdo celular (86).

Ainda, ha hipoteses que as estatinas controlem em partes o processo de diferenciagéo celular (91).

A inibicdo da proliferacdo celular também pode ser dada pela prevengédo da transi¢do da
fase G1 a fase S ou da fase G2 a M do ciclo celular, com a regulagdo de quinases que facilitam a
progressao celular ou pelo aumento de reguladores que inibem o ciclo celular (86, 105). As estatinas
também podem desencadear a apoptose por fatores intrinsecos e extrinsecos, como o controle da
proteina Bax combinado com a diminuicdo dos niveis de Bcly, uma proteina anti-apoptética (44,
107). Além destes, cita-se que as estatinas inibem apoptoses por alterages dos niveis do gene de
p53 (108). Altas doses das estatinas podem reduzir a vascularizagao tumoral (91) além de diminuir o

potencial metastatico em células cancerosas (109).

Estudos in vivo em camundongos com cancer mamario ErB2(+) tiveram resultados positivos
com a utilizacdo de estatinas como sinvastatinas e lovastatinas, no qual houve diminuigdo do
crescimento do tumor (105). Outros estudos apontaram que a lovastatina além de inibirem o
crescimento tumoral em camundongos, diminui a chances de incidéncia de metastases (108). Em
modelos de carcinogénese mamaria de indugdo quimica por N-metil-N-nitrosoureia (NMU) em ratas
Sprague-Dawley, a rosuvastatina, atorvastatina e a sinvastatina foram capazes de prevenir a
formacao de neoplasia mamaria e de retardar o aumento do volume tumoral desenvolvido (110, 111,
112, 113). Neste modelo de indugdo quimica, foi observado uma agdo anti-neoplasica dose-
dependente. Dentre as agdes que justificam em partes a agédo das estatinas, estd o aumento da
expressao de Bax e diminui¢do de Bcl. e de Ki-67 (110, 111, 112, 113).

Ja em testes in vitro, a lovastatina aumentou a comunicagéo intracelular da juncdo gap,
influenciando os niveis intracelulares de calcio, alterado sinalizagbes intracelulares de células de
adenocarcinomas tumorais mamarios (114) e a sinvastatina inibiu a agdo de invasdo por estas
células pela inibigdo de H-Ras (115). Em células de hepatomas, sinvastatina induz a apoptose e
conduz o aumento da fase do ciclo celular GO e G1 (116). O mesmo efeito farmacoldgico foi

observado no tratamento utilizando lovastatina nas células de glioma (117). Cerivastatina é capaz
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de diminuir a fosforilagdo de Akt e niveis de RhoA em culturas celular de carcinoma mamério de

humanos (118).

Entre os estudos in vivo e in vitro que caracterizam esses efeitos anti-neoplasicos citados,
nao se relata o grau de susceptibilidade de subpopulagbes de CTs e CTN a agédo das estatinas.
Apenas recentemente, Gauthaman et al (119) demonstraram de forma inédita que estatinas
lipofilicas apresentam efeito inibitorio especifico sobre células tronco embrionarias com alteracdes
cariotipicas e células de uma linhagem neoplasica mamaria com fenétipo CTN, néo afetando o
crescimento de células tronco normais. Estas CTs embrionarias neoplasicas perderam a capacidade
de gerar outras células e de se proliferar, principalmente por as estatinas lipofilicas diminuirem os
niveis da proteina de Rho A (106, 119).
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2. JUSTIFICATIVAS

A realizacdo do presente trabalho baseia-se nas seguintes justificativas:

Frente ao impacto epidemiolégico mundial do cancer de mama (neoplasia mais prevalente e
principal causa de 6bito por cancer entre as mulheres), é necessario o desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas farmacoldgicas que incorporem novos paradigmas de
carcinogénese.

As células tronco neoplasicas (CTN) representam um paradigma inovador e bastante
promissor para estudos de fisiopatologia do cancer e de desenvolvimento de novas
estratégias farmacolégicas anti-neoplasicas, ja que parecem estar implicadas na falha
terapéutica em longo prazo.

Existem indicios in vitro de que as estatinas lipofilicas exercem um efeito inibitorio sobre
células tronco neoplasicas (além dos efeitos inibitérios reconhecidos sobre células
neoplasicas diferenciadas), sem afetar de maneira adversa células normais. Contudo, até o
momento, esse efeito ndo foi verificado em modelos in vivo, nem com a utilizagdo de
estatinas hidrofilicas.

Paucidade de estudos avaliativos de possiveis agbes antineoplasicas de estatinas lipofilicas
e hidrofilicas.
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3. OBJETIVOS

Geral

Avaliar a agédo de duas estatinas (uma lipofilica e uma hidrofilica) sobre células-tronco
neoplasicas, no carcinoma mamario induzido quimicamente, através de um modelo experimental em

ratas Sprague-Dawley.

Especificos
» Estabelecer doses experimentais para cada estatina com base no seu perfil toxicolégico.

« Determinar o volume tumoral total (VTT), a expressdao de marcadores CTN e avaliar
variaveis histopatoldgicas indicativas de comportamento e prognédstico (percentagem de
necrose, indice de proliferacdo celular, nimero de mitoses, tipo e graduagao histolégica).

« Verificar possiveis correlagdes entre as principais variaveis de analise (VTT e CTN) e as
demais variaveis histopatologicas.

« Verificar possiveis correlagdes entre diferentes marcadores CTN utilizados.

« Descrever comparativamente os efeitos das estatinas avaliadas sobre parametros
mencionados acima.

 Investigar a participagédo da via SRC e Akt no mecanismo de agao das estatinas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1- Locais de realizagao dos experimentos

Os experimentos e as anélises foram realizados no Laboratério Histomorfometria e Patologia
Molecular Aplicada (LHIAP)/FARMACOLOGIA/FCM (UNICAMP) e em colaboragdo com o
Laboratério de Patologia Experimental (LAPE)/CIPED/FCM (UINCAMP), Laboratério da
Fisiopatologia da Diabetes /FARMACOLOGIA/FCM (UNICAMP), Laboratério de Farmacologia e
Bioquimica /FARMACOLOGIA/FCM (UNICAMP) e o Laboratério de Patologia Experimental e
Molecular do Hospital do Céancer A. C. Camargo/ Fundagao Antonio Prudente.

4.2- Animais e aspectos éticos

Ratas inbreads fémeas virgens Sprague-Dawley provenientes do Centro Multidisciplinar de
Investigagéo Bioldgica (CEMIB-UNICAMP), pesando entre 150-180g foram adaptadas durante uma
semana ao Biotério do Departamento de Farmacologia- Unicamp e submetidos aos tratamentos no
periodo de 40 a 45 dias de vida. As ratas foram mantidas em gaiolas plésticas (cinco
animais/gaiola), alimentadas com racdo para roedores (Nuvital®) e &gua “ad libthium®, sob
temperatura de 22+2C em foto periodo de 12 horas (claro/escuro). Foram realizados diariamente
observagdes clinicas dos animais (peso, avaliagdo de sinais e sintomas de dor, sofrimento).

Todos os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no uso de animais da
Universidade Estadual de Campinas (CEUA-IB-UNICAMP), protocolo n°® 2335-1. Seguiram-se as
recomendacgdes éticas gerais da Sociedade Brasileira para Ciéncia de Animais de Laboratério-
SBCAL. Todos os procedimentos experimentais foram orientados e avaliados por um médico
veterinario responsavel.

4.3 Padronizagao das Doses das Estatinas

No primeiro desenho experimental foi realizada a padronizagéo das doses das estatinas a serem
utilizadas, sendo que as doses escolhidas para o teste foram retiradas da literatura (120, 121). Os animais
foram divididos em 9 grupos: grupo controle (C) tratado com 6leo durante 14 dias (n=6); grupo sinvastatina
tratado com 20 (S20), 40 (S40), 80 (S80) e 100 mg/kg (S100) (n=6/grupo); grupo pravastatina tratado com
50 (P50), 100 (P100), 150 (P150) e 250 mglkg (P250) (n=6/grupo). O tratamento foi diario, por via
intragastrica (com auxilio de agulha de gavagem) durante 14 dias consecutivos. Apds o tratamento coletou-

se sangue para testes bioquimicos e realizou-se necropsia dos animais.
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Figura 7 Desenho experimental da padronizagdo das doses das estatinas. Protocolo

S20

S100

experimental da padronizag&o da sinvastatina e pravastatina.

4.3.1 Avaliagao bioquimica

Instante antes de eutanasiar os animais procedeu-se a coleta de amostras de sangue destes (ja
anestesiados), através de pungao cardiaca. O sangue foi depositado em tubos Eppendorf de plastico
e logo centrifugado a 12.000 g por 10 min em temperatura ambiente para a obtengéo do plasma
(centrifuga modelo 5415 R, Eppendorf, Alemanha). O sobrenadante foi separado e armazenado a

4°C até a realizagao dos testes bioquimicos.

Os parametros bioquimica foram analisados através de kits comercais para testes colorimétricos
(BioClin®, Brasil) e procedeu-se a conduta da analise de acordo com a bula do fabricante. Foram
analisados os marcadores: VLDL-c, HDL-c, LDL-c, colesterol total, triacilglicerol total, enzimas
hepaticas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato transaminase (AST), enzimas musculares

creatina quinase (CK) e para avaliar a fungao renal a creatinina sérica.

Para a quantificagéo de todos os marcadores analisados, utilizou-se o espectrofotémetro DU 800
(Beckman Coulter, EUA).



4.3.2 Necropsia

No final do protocolo experimental, as ratas foram anestesiadas com isoflurano e eutanasiadas
por aprofundamento anestésico e deslocamento cervical. Foram avaliados macroscopicamente e
microscopicamente: sistema nervoso central, trato digestério, figado, rins, pulméo, bago, musculo
cardiaco e musculo esquelético (masseter superficialis, parede abdominal, gastrocnemius e biceps

brachii). Para a avaliagdo microscépica procedeu-se métodos histoldgicos utilizando parafina.

4.3.3 Avaliagao Histopatoldgica

Para a coleta dos tecidos, os ratos foram anestesiados com isoflurano e perfundidos via
aorta com salina heparinizada para retirar o sangue dos tecidos. Apds o sacrificio dos mesmos,
foram coletados amostras do sistema nervoso central, trato digestério, figado, mamas, rins, puimao,
bago, musculo cardiaco e musculo esquelético (masseter superficialis, parede abdominal,
gastrocnemius e biceps brachii) para andlise histologica. Os tecidos foram fixados em
paraformoldeido 10% (preparado em tampao fosfato 0,1 M pH 7,4) durante 24h e processados para
a microscopia de luz.

Apbs desidratacdo em gradientes decrescentes de alcool e diafanizagdo com xilol, os
tecidos foram embebidos e incluidos em parafina (Histosec, Merck). Os blocos de parafinas foram
secionados em micrétomo (Leica RM 2245, Alemanha) com espessura de 4-5 um.

As secgdes preparadas conforme descrito acima foram coradas com hematoxilina-eosina e
analisadas em microscopia de luz usando um microscopio Leica DM 5000 B. As imagens foram
capturadas usando camera CCD LEICA CTR 5000.

Nas amostras do musculo esquelético (masseter superficialis, parede abdominal,
gastrocnemius e biceps brachii) foi calculada a percentagem de fibras com sinais de necrose (média de 5
campos de médio aumento/estrutura muscular). As imagens foram analisadas manualmente por 2

observadores (cegos as intervengdes), utilizando o programa Image J (NIH, USA).
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4.4 Modelo de carcinoma mamario

No segundo desenho experimental realizado consistiu no teste de doses selecionadas das
estatinas em modelo de carcinoma mamario induzido quimicamente. Nesta fase, os animais foram divididos
nos seguintes grupos: (1) indugdo sem tratamento com estatinas (DMBA, n=12/grupo); (2) indugéo +
tratamento com sinvastatina em duas doses (20mg/Kg [DMBA+S20] ou 40 mg/kg [DMBA+S40], e (3)
indugdo + tratamento com pravastaina em duas doses (50mg/Kg [DMBA+P50] ou 150 mglkg
[DMBA+P150] (n=6/grupo) e grupos sem indugao tumoral e sem tratamento com estatinas C (n=6/grupo) e
sem indugéo tratados com duas doses de sinvastatina (20 mg/Kg [S20] ou 40 mg/Kg [S40]) ou duas doses
pravastatina (50 mg/Kg [P50] ou 150 mg/Kg [P150]) (n=6/grupo).

Ratas SD
Virgens

Sem indugdo quimica Com indugdo quimica

H DMBA+S20 DMBA+P50
DMBA+S40 DMBA+P150

P150

Figura 8 Desenho experimental para o0 modelo de carcinoma mamario e testes das

estatinas. Protocolo experimental com o modelo de carcinogénese mamaria e as doses utilizadas das
estatinas.

Apds o desenvolvimento macroscopico da neoplasia mamaria aproximadamente 1 cm de largura
e comprimento, realizou-se o tratamento com as estatinas com as doses propostas, uma vez ao dia, por via

intragastrica (com auxilio de agulha de gavagem) durante 14 dias consecutivos.

Durante todo protocolo os animais foram acompanhados diariamente, com avaliagéo de peso, e
exames clinicos gerais, visando identificar sindromes decorrentes do desenvolvimento da neoplasia.
Durantes as avaliagbes os tumores foram mensurados em seus maiores diametros perpendiculares com

auxilio de um paquimetro digital, sendo o volume calculado segundo a formula:
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V=Comprimento x Largura x Altura x 1 /6

No final do tratamento os animais foram eutanasiados e procedeu-se para a analise macro e
microscopica das mamas e dos 6rgdos. Realizou-se o procedimento de western blotting com as mamas

com tumor ou ndo.

4.4.1 Indugao Tumoral

O carcinoma mamario foi induzido através de uma Unica dose de 7,12-dimetilbenz-(a)-antraceno
(DMBA), de 100mg/Kg de peso vivo, diluida em 1mL de 6leo de soja) administrada intragastricamente

por gavagem (protocolo modificado de Barros et al, 2004). Os animais tinham no entre 40 e 45 dias de vida

(6)

4.4.2 Avaliagao Histopatoldgica

Todos os animais foram submetidos a necropsia completa para investigacdo de doenga
metastatica, neoplasias primarias sincronicas (em sitios ndo mamarios), além de possiveis
comorbidades (ex: efeitos téxicos causados pelo tratamento farmacol6gico). Apds fixagdo por
imersao em formalina tamponada 10% por 24 horas, os tecidos foram submetidos a processamento
histolégico automatizado e inclusdo em parafina. Cortes histologicos de 4-5 um foram corados com
hematoxilina-eosina ou foram utilizados para o procedimento de imuno-histoquimica utilizando

ldminas polarizadas (immunoslides).

Foram avaliadas as principais caracteristicas morfoldgicas dos tumores: tipo(s) histologico(s), grau
histoldgico final (segundo o sistema de Nottingham/OMS, 2012), percentual de necrose (4 campos de
pequeno aumento/tumor) e indice mitético (10 campos de grande aumento/tumor). Em tecidos néo
mamarios, procedeu-se a andlise histopatoldgica observando possiveis alteragdes toxicoldgicas ou
decorrentes de metastase.

Para a analise histométrica as Iaminas foram digitalizadas em scanner de laminas
ScanScope XT (Aperio Techonologies Inc., EUA). As imagens foram analisadas manualmente por 2

co-observadores (cegos as intervengdes), utilizando o programa Image J (NIH, USA). Para a captura
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de imagens para finalidade de ilustragdo, foi utilizado microscépio Optico (Leica DM 5000 B,

Alemanha) e documentada em sistema de fotomicroscopia digital (cAmera CCD LEICA CTR 5000).

4.4.3. Imunoistoquimica

Para deteccdo de Ki67 e de marcadores para CPs e CTNs, realizou-se 0 método de imuno-
histoquimica. Apds a desparafinizagao e hidratagao, os cortes histoldgicos foram submetidos a bloqueio da
peroxidase enddgena (trés banhos de HO. 10 volumes, de 5 minutos cada), recuperagao antigénica por
calor umido (imers&o em solugéo tampao citrato de sodio pH 6.0 ou EDTA pH 9.0 por 30min, em panela de
vapor, a 95°C) e incubagdo ‘overday’ com o anticorpo primario anti-Ki67, anti-CD133 , anti-CD24, anti-
CD44, anti-EpCAM. Como método de detecgao, foi utilizado sistema livre de biotina, baseado em
polimero marcado com peroxidase, ligado a anticorpo anti-imunoglobulina de coelho (Novolink,
Novocastra, UK); para a revelagao da reagéo, utilizou-se um substrato cromogénico - a solugdo DAB
(tetraidrocloreto de 3-3'-diaminobenzidina, Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, Estados Unidos da
América) na proporgao de 0,069 para 100mL de PBS-, 500ul de H20, a 20 volumes e 1mL de
DMSO (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, Estados Unidos da América), por cinco minutos. Os
cortes foram entdo contracorados com hematoxilina de Mayer, desidratados e montados em

laminulas e resina Entellan® (Merck, Dermstad, Alemanha).

Seis imagens aleatdrias foram obtidas em campo de médio aumento (CMA- 20x) dentro de
macrorregides previamente identificadas como “hot-spots”. As imagens foram analisadas
manualmente por 2 observadores (cegos as intervengdes e ao marcador imuno-histoquimico),
utilizando o programa Image J (NIH, USA). Os resultados foram expressos em numero de células

positivas/6CMA para cada marcador.
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Tabela 4. Caracteristicas dos marcadores imunolégicos de células-tronco, células

progenitoras e células tronco-neoplasicas

Anticorpo Diluicao Tipo Marca

CD133 1:250 Policlonal ~ Abnova (EUA)
de coelho

CD24 1:200 Policlonal ~ ABBIOTEC (EUA)
de coelho

CD44 1:200 Policlonal ~ Abcam (EUA)
de coelho

EPCAM 1:200 Monoclonal Abnova (EUA)
de coelho

Ki67 1:300 Policlonal ~ Abnova (EUA)
de coelho

4.4.4 Western blotting

Procedeu-se a eletroforese com gel de SDS 10% de amostras de mamas com ou sem
neoplasia. Apos a corrida eletroforética, transferiram-se as proteinas para membrana de PVDF
(Hybond-P, Amersham bioscience, EUA) pelo método de Towbin (122). Apés a transferéncia,
realizou-se o teste de Ponceau para averiguar a transferéncia das proteinas e bloqueou-se sitios
inespecificos com solugdes de leite 5%. Incubou-se a membrana com anticorpos primarios anti-
pSRC (monoclonal, Millipore, EUA, 1:750), anti-SRC (monoclonal, Millipore, EUA, 1:1000), anti-pAkt
(policlonal, Santa Cruz, EUA, 1:500), anti-Akt (policlonal, Santa Cruz, EUA, 1:500) e anti-PTEN
(policlonal, Santa Cruz, EUA, 1:1000).

Foi incubado o anticorpo secundario IgG-peroxidase anti-coelho (KPL, EUA, 1:10000) e
procedeu-se para o processo de revelagao com kits de quimioluminescéncia (SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific) e documentadas com filme fotogréfico (Kodak, Sao
José dos Campos, SP, Brasil). Para controle interno, procedeu-se western blotting com anti-GAPDH
(monoclonal, Sigma, EUA, 1:500).

63



Os célculos foram realizados a partir da densitometria dptica utilizando o programa UN-
SCAN-IT gel 6.1, EUA.

4.5 Analises estatisticas

Os resultados foram expressos como médiaterro padrao da média (EPM). Para a andlise
entre grupos envolvendo variaveis quantitativas, foi utilizado ANOVA seguido do teste de Bonferroni
ou teste t Student (para dois grupos). Para variaveis categéricas, foi utilizado o teste Fisher. Para
correlagdes entre as varidveis utilizaram-se graficos de dispersdo com curva ajustada e regressao

linear com célculo do r de Pearson.

Valores de p inferiores que 0,05 foram considerados estaticamente significativos. O software

GradphPad Prism 5.0 para Windows foi utilizado tanto na estatistica descritiva como na inferencial.
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliagao farmacoldgica e toxicoldgica das estatinas

Foram testadas quatro doses diferentes para cada estatina, sendo doses de 20, 40, 80 ou 100
mg/Kg para sinvastatina (estatina lipofilica) e 50, 100, 150 ou 250 mg/Kg para pravastatina (estatina
hidrofilica). Para cada dose foram avaliados diversos marcadores bioquimicos para o perfil lipidico
(colesterol total e triacilglicerol total, VLDL-c, LDL-c e HDL-c), avaliagdo de miotoxicidade no

musculo esquelético (CK), analise de hepatotoxicidade (ALT, AST) e avaliagao renal (creatinina).

O pefrfil lipidico é demonstrado na figura 9. Apenas a maior dose testada de sinvastatina foi
capaz de diminuir o colesterol total em comparagédo ao grupo controle (Figura 9 A). Doses acima de
40 mg/Kg para sinvastatina e doses a partir de 100 mg/Kg de pravastatina diminuiram os niveis
séricos de triacilglicerol (figura 9 B) e de VLDL-c (figura 9 C). Nao foi observado nenhuma alteragao
significativa na quantificagdo de HDL-c (figura 9 D) e de LDL-c (figura 9 E). Apenas as menores
doses testadas de ambas as drogas nao tiveram nenhum efeito farmacoldgico sob o perfil lipidico

avaliado.

Para a avaliagdo da miotoxicidade foi quantificado no sangue a enzima CK e realizado a
avaliagao histopatolégica de quatro musculos esqueléticos diferentes: masseter superficialis, parede
abdominal, gastrocnemius e biceps brachii. As duas maiores doses da sinvastatina (80 e 100 mg/Kg)
e a maior dose da pravastatina (250 mg/Kg) testada, elevaram os niveis de CK, indicando lesdes
musculares (figura 10 A). Nas maiores doses testadas da sinvastatina foi possivel observar fibras
necroéticas em todos os musculos esqueléticos avaliados, sendo muito mais intenso na maior dose
testada (figura 10 B, C, D e E). Dentre as lesdes microscopicas observadas, estdo a mionecrose
com lesGes delta e a presenca de inflamagédo aguda (figura 11). Nao houve lesdes macroscépica e

microscopica do musculo cardiaco e de amostras do musculo liso com o tratamento das estatinas.

A figura 12 demonstra a quantificacdo de enzimas hepaticas. ALT e AST séo enzimas liberadas
no sangue quando ha lesdes hepaticas agudas e cronicas respectivamente. O tratamento com a
maior dose da sinvastatina elevou o niveis séricos dessas duas enzimas de maneira significante.
N&o houve alteragdo da concentragdo sérica destas enzimas com animais tratadas com

pravastatina. Para a complementac&o da avaliagdo de sinais toxicoldgicos no figado, houve analises

65



microscopica das trés zonas hepaticas (figura 13): zona | (regido da artéria e veia hepatica e
caniculos biliares), zona Il (rica em sinusoides) e zona Ill (regido da veia centrolobular). Sinvastatina
100 mg/Kg causou inflamagao na zona | e discreta esteatose microvacuolar na zona ll(Figura 14 A).
Em animais tratados com a pravastatina na dose de 250 mg/Kg observou-se pequenos focos

inflamatérios na zona Il e IIl (Figura 14 B).

As figuras 15 e 16 demonstram o perfil renal dos animais tratados com sinvastatina e
pravastatina. A maior dose da pravastatina elevou os niveis séricos de creatinina, um indicativo da
diminuigao da fung&o renal. Ainda, nestes animais, foram observados focos inflamatérios na area do

cortex renal. Tratamento com a sinvastatina ndo resultou em lesdes renais.

Foram avaliados macroscopicamente e microscopicamente tecidos como: estdmago, intestino,
baco, pulmao, cérebro e mama. Por avaliagdes histomorfoldgicas, estes tecidos ndo apresentaram
lesdes celulares, inflamagdes ou outras comorbidades. Na mama, ndo houve alteragdo de nimero

de células ou mudangas estruturais nos ductos ou alvéolos.
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Figura 9. Anadlise do perfil lipidico. Quantificagdo das concentragdes séricas de colesterol total (A),
triglicerideos (B), VLDL-c (C), HDL-c (D) e LDL-c (E) dos grupos C, S20, S40, S80, S100, P50,
P100, P150 e P250. As barras representam médiat EP. *p<0.05 comparado com o grupo controle
(ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni).
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Figura 10. Analise da miotoxicidade. Anélise das concentragdes séricas de CK (A) e percentagem
média de necrose nos musculos masseter superficialis (B), abdominal periotenal (C), gastrocnemius
(D) e biceps brachii (E) dos grupos C, S20, S40, S80, S100, P50, P100, P150 e P250. As barras
representam médiatEP em A, e média da percentagem em B, C, D e E. A percentagem da
mionecrose foi realizada pela anélise de 5 campos de médio aumento (200x). **p<0.01 e *p<0.05

comparado com o grupo controle (ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni).
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Figura 11.Avaliacdo Histopatologia da musculatura esquelética. Analise histopatologica de
amostras de musculo esquelético (masseter superficialis, abddmen, gastrocnemius e biceps brachii)
dos grupos C, S80, S100 e P250. Setas: alteragdes morfolégicas e mionecrose. Hematoxilina e

eosina, barra de escala=30 um.
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Figura 12 Analise da fungao hepatica. Analise das concentragdes séricas de ALT (A) e AST (B)
dos grupos C, S20, S40, S80, S100, P50, P100, P150 e P250. As barras representam as média+EP.

**p<0.01 comparado com o grupo controle (ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni).
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Figura 13 Avaliagdo histopatologica do figado. Avaliagdo histopatolégica das zonas |, Il e Il do
tecido hepatico dos grupos C, S100 e P250. Setas= infiltrado inflamatério; *= esteatose

microvacuolar. Hematoxilina e eosina, barra de escala=30 um.
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Figura 14 Avaliagao histopatologica do figado de ratos tratados com estatinas. (A) Alteragao
macrovacuolar de animais tratados com 100 mg/kg de sinvastatina e (B) processo inflamatério misto

de animais tratados com 250 mg/kg de pravastatina.Hematoxilina e eosina (aumento de 400x).
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Figura 15 Analise de creatinina sérica. Avaliagdo das concentragbes séricas de creatinina dos
grupos C, S20, S40, S80, S100, P50, P100, P150 e P250. As barras representam as médiatEP.

*p<0.05 comparado com o grupo controle (ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni).
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Figura 16 Avaliagao histopatologica renal. Avaliagdo histopatologica da regiéo cortical e medular
do tecido renal dos grupos C, S100, P250. Seta= infiltrado inflamatério. Hematoxilina e eosina, barra

de escala=30 pm.
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5.2 Atividades antineoplasica das estatinas

5.2.1 Indugao quimica por DMBA

Em uma média de sessenta dias apds a indugao quimica com o composto DMBA, todas as
ratas, de todos os grupos experimentais (DMBA, DMBA+S20, DMBA+S40, DMBA+P50,
DMBA+P150) desenvolveram de 1 a 6 nodulos malignos tumorais mamarios macroscopicamente
visiveis. O volume final variou de 0,06 a 9,15 cm3 com peso na faixa de 0,08 a 13,53 gramas.
Observou-se bilateralidade na maioria dos animais que desenvolveram mais de um tumor e houve
grande variagéo nos sitios anatémicos das linhas mamarias quanto ao desenvolvimento neoplasico
(figura 17 A).

No exame macroscdpico, foi possivel observar ulceragdes cutaneas (figura 17 B) nos grupos
DMBA (3/12), DMBA+S20 (1/6) e DMBA+P50 (1/6). Estas ulceragbes foram detectadas no primeiro

tumor palpavel desenvolvido no animal.

Os tumores desenvolvidos em todos os grupos apresentaram contornos arredondados e
ovolados com projecdes irregulares e com boa delimitagdo em relagdo aos tecidos normais
adjacentes (figura 18). Os tumores apresentavam coloragdo vermelhada/rosada, com pequenas
areas necro-hemorragicas e consisténcia friavel e macio. Os tumores de maiores tamanho/volume

apresentaram material secretério avermelhado.

Em todos os grupos ndo foi observado nenhum sinal de metastase macro ou
microscopicamente no pulmé&o, figado, trato digestorio, bago, coragdo, rins ou nos linfonodos

préximos das mamas.
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Figura 17 Avaliagdo Macroscopica dos tumores de mama induzidos por DMBA. Aspectos
macroscopicos das neoplasias mamarias desenvolvidas, com bilateralidade (A) e ulceragdes (B).

Setas: tumor mamario; Circulo: area com ulceragéo. Os animais sdo do grupo DMBA.

Figura 18 Neoplasias mamarias induzidas pelo tratamento agudo de DMBA. As amostras

neoplasicas foram desenvolvidas em um dnico animal do grupo DMBA.
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5.2.2 Avaliacao antineoplasica das estatinas

Foram selecionadas duas doses de cada estatina para testar no modelo de carcinogénese
mamaria induzida pelo DMBA. Para a escolha das doses foram analisados os dados do primeiro
desenho experimental realizado neste projeto (teste de toxicidade das estatinas) avaliando os
parametros toxicoldgicos no musculo esquelético, rim e figado, além da andlise farmacologica no
perfil lipidico. A primeira dose a ser escolhida foi a menor dose onde ndo foram observados efeitos
farmacoldgicos nas fragdes lipidicas (20 mg/Kg para sinvastatina e 50 mg/Kg para pravastatina). A
segunda dose escolhida foi aquela que obteve acdo farmacoldgica nos lipidios, mas ndo foram
observados comorbidades pelos parametros toxicologicos analisados (40 mg/Kg para sinvastatina e

150 mg/Kg para pravastatina).

Apobs a indugdo do tumor mamério e formagdo da massa cancerosa aproximadamente de
um cm em dois comprimentos, iniciou-se o tratamento com as estatinas nas doses propostas,
durante quatorze dias consecutivos. Durante todo tratamento com as estatinas, ndo houve sinais de

toxicidade ou 6bitos de animais.

Nas figuras 19 e 20 observam-se a progressao do volume tumoral total e do tumor primario
respectivamente, durante o protocolo experimental. Em todos os casos, o tumor primario dominante
foi 0 que obteve o maior volume e peso dentre todos os tumores desenvolvidos no mesmo animal.
Em quase todos os tempos, todas as doses de todas as estatinas reduziram de um modo néo
significativo a média do volume tumoral e do tumor primario em comparagdo a media dos tumores
do grupo DMBA. Apenas a maior dose da sinvastatina testada (40 mg/Kg) foi capaz de reduzir de
modo significante em relagdo ao grupo controle DMBA, o volume tumoral total e do tumor primario

dominante a partir do décimo segundo dia.

Na avaliagdo do incremento da massa tumoral (volume final — volume inicial), todos os
grupos tiveram um aumento da massa tumoral em relagdo ao volume inicial (figura 21). Sinvastatina
na maior dose testada teve um incremento menor em relagdo ao grupo néo tratado (diferenga de
80%). Ja a maior dose testada da pravastatina (150 mg/Kg) teve um incremento maior que o grupo

DMBA, porém n&o significante.
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As ratas tratadas com as estatinas tiveram uma diminuicdo da média de neoplasmas
desenvolvidas por animais (figura 22). Sinvastatina na dose de 40 mg/Kg teve uma média menor que
dois tumores desenvolvidos, enquanto o grupo DMBA teve uma média maior que 3 tumores por

animal.

A maioria das neoplasias desenvolvidas pela indu¢do de DMBA era constituida por tumores
solidos mistos, ou seja, tumores constituidos por mais de uma combinagdo de diferentes subtipos
histolégicos. Dentre os subtipos histologicos desenvolvidos encontra-se o carcinoma ductal invasivo,
tumor filoide e carcinoma papilifero invasivo (figura 23 B, C e D). O carcinoma ductal invasivo foi o
subtipo histolégico mais presente em todos os grupos, com percentagem acima de 80% na
constituicdo tumoral (figura 23 A). Em tumores “puros” (com um unico subtipo histol6gico) era
constituido pelo carcinoma ductal invasivo. Ndo foram observados focos intra ou peritumorais de

carcinoma in Situ.

Animais tratados com sinvastatina e pravastatina tiveram aumento da percentagem do
indice de carcinoma ductal em relagéo ao grupo DMBA. Nenhum destes dados foram significantes
(p>0,05).

Ainda na analise histopatoldgica, foram avaliados diversos parametros das neoplasias, como
pleomorfismo nuclear, formagao tubular e indice de mitoses. Estes parametros foram utilizados para
graduar os tumores seguindo o sistema de Nottingham. Tumores classificados como grau | (G1 ou
baixo grau) sdo tumores bem diferenciados e tem melhor prognéstico em comparagao aos tumores
grau ll e Il (G2 e G3, alto grau). A tabela 5 indica a frequéncia de casos comparando grupo DMBA e
os grupos da DMBA tratados com sinvastatina de acordo com a categoria de grau histologico final.
Todos os grupos tiveram uma percentagem maior de tumores classificados como baixo grau
histolégico. O grupo DMBA+S teve uma maior incidéncia significante de tumores classificados como

baixo grau quando comparado com o grupo DMBA (p=0,0312).

A percentagem média de necrose (tecido tumoral ndo viavel) de todos os grupos &
mostrada na figura 23. A média percentual de todos os grupos é baixa (<10%), ndo havendo

diferenga significante entre 0s mesmos.

A figura 24 mostra o indice de mitose dos tumores, expresso em numero de células em

mitose por 10 campos aleatorios de grande aumento (400x). A média do grupo DMBA foi de

77



aproximadamente de 10 células por campo. O grupo DMBA+S40 teve uma redugdo do nimero de
mitose em relagdo ao grupo controle. Nao foram observados valores significantes nos demais

grupos quando comparado com o grupo DMBA.

Além da mitose, quantificou-se o indice de proliferagdo através da contagem de células
positivas para Ki67 (figura 26). Esta contagem foi realizada em seis campos de médio aumento
(200x). Ki67 € uma proteina expressa no nucleo, presente em células que se encontram ativas no
ciclo celular. Em grupos néo induzidos quimicamente com DMBA (C, S20, S40, P50 e P150), houve
uma marcagdo nuclear positiva para esta proteina. Dentre estes grupos, ndo houve diferencas
significantes entre 0s mesmos. Amostras tumorais tiveram uma positividade para Ki67
significantemente maior que os demais grupos ndo induzidos. Dentre os grupos induzidos, o
tratamento com as estatinas diminuiram a média de positividade desta proteina, porém apenas
significante no grupo de DMBA+S40 (67,63+46,68) quando comparado com o grupo DMBA
(154,36480,21).
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Figura 19 Progressdao do volume tumoral total. Evolucdo do volume tumoral total durante o
protocolo experimental. Os pontos representam a média = EP. **p<0.01 e ***p<0.001 comparado

com o grupo DMBA (ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni).
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Figura 20 Progressao do volume tumoral primario. Evolugdo do volume do maior tumor durante o
protocolo experimental. Os pontos representam a média £ EP. ***p<0.001 comparado com o grupo
DMBA (ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni).
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Figura 21 Incremento da massa tumoral. Incremento tumoral ao final do tratamento (volume final -
volume inicial tumoral, expresso em cm?) dos grupos DMBA, DMBA+S20, DMBA+S40, DMBA+P50 e
DMBA+P150. As barras representam a médiax EP. *p<0.05 comparado com o grupo controle
(ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni).
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Figura 22 Numeros de tumores desenvolvidos. Média do nimero de tumores desenvolvidos nos
grupos DMBA, DMBA+S20, DMBA+S40, DMBA+P50 e DMBA+P150. As barras representam a

médiax EP. *p<0.05 comparado com o grupo controle (ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni).
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Média Percentual de
Carcinoma Ductal
Invasivo

Figura 23. Percentagem média de carcinoma ductal invasivo na composi¢ao histolégica das
neoplasias induzidas pelo DMBA. Percentagem média de carcinoma ductal invasivo nos tumores
(lembrando que a maioria das neoplasias € mista — ou seja, apresenta mais de um componente
neoplasico) dos grupos DMBA, DMBA+S20, DMBA+S40, DMBA+P50 e DMBA+P150 (A), bem como
fotomicrografias ilustrando diferentes subtipos histolégicos observados na composigéo dos tumores:
carcinoma ductal invasivo (B), carcinoma papilifero (C) e tumor filoide maligno (D). Hematoxilina e

eosina, escala= 30 um (B) e 100 um (C e D).
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Tabela 5. Frequéncia de casos em cada categoria de grau histoldgico final seguindo o sistema de
Nottingham e em acordo com a Organizagao Mundial de Saude.

Grupos  Baixo Grau Moderado e Alto Grau

(G1) (G2 and G3)
DMBA 6 4
DMBA+S 19 1

p=0.0312 entre grupo DMBA e DMBA+S (teste Fischer)
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Figura 24 Percentual médio de necrose. Média de area necrética de 4 campos de pequeno
aumento nos grupos DMBA, DMBA+S20, DMBA+S40, DMBA+P50 e DMBA+P150. As barras
representam as médias. Nao houve diferenga significante entre os grupos (ANOVA seguido pelo

teste de Bonferroni).
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Figura 25 indice mitético. Nimero de mitoses em dez campos de grande aumento dos grupos
DMBA, DMBA+S20, DMBA+S40, DMBA+P50 e DMBA+P150. Os resultados representam a
médiazEP * p<0,05 (ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni).
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Figura 26 indice proliferativo pelo Ki67. Nimero de células Ki67+ em 6 campos de médio
aumento dos grupos C, S20, S40, P150, DMBA, DMBA+S20, DMBA+S40, DMBA+P150. As barras
representam as médiaterro padrdo. **p<0.01 *p<0.05 comparado com o grupo DMBA (ANOVA

seguido pelo teste de Bonferroni).
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5.2.3 Analise das proteinas quinases

Para avaliagdo de mecanismo de agdo antineoplasica das estatinas, foram quantificadas
proteinas quinases que interferem diretamente no ciclo celular e em fatores de apoptose. Utilizou-se
o método de western blotting, possibilitando a quantificacdo da expressdo das proteinas por
densitometria sendo expresso em unidades arbritarias (UA). Para o controle endégeno desses
experimentos, utilizou-se 0 marcador GAPDH. Foram analisados amostras de todos os grupos, com

tumor mamario ou n3o.

A figura 26 mostra o perfil de expressao proteica da pSRC e da proteina total SRC. Nao
houve diferenca na expressao da pSRC e SRC entre os grupos nao neoplésicos (C, S20, S40, P50 e
P150) e entre os grupos neoplasicos (DMBA, DMBA+S20, DMBA+S40, DMBA+P150). Com a
comparagdo da pSRC e SRC, nao houve diferengas significantes entre grupos ndo neoplasicos e
grupos neoplasicos (figura 27 C e D). Porém, na relagcdo pSRC/SRC houve diferengas significantes

de todos 0s grupos nao neoplasicos em comparagéo ao grupo DMBA (figura 27 B).

Para a avaliagdo da via da Akt foram quantificados a pAkt, Akt (figura 28) e a PTEN (figura
29), sendo a ultima uma proteina reguladora da fosforilagdo da Akt. Nos grupos neoplasicos, Akt,
pAkt e a relagcdo pAkt/Akt estdo aumentados em comparagdo aos grupos nao neoplasicos. Maior
dose da sinvastatina testada diminuiu de um modo significante a fosforilagdo da Akt em comparagao
ao grupo DMBA, e néo houve diferengas na quantificagdo da expressao da Akt. Na relagao pAkt/Akt
houve uma diminuigdo do grupo sinvastatina em comparagédo ao grupo DMBA. Entre os grupos néo
neoplasicos, ndo houve diferenga significantes entre estes grupos, indicando que as estatinas no

tecido normal, ndo interferem na via Akt.

A PTEN é uma proteina que foi expressa em mamas normais € em mamas neoplasicas. Nao
houve diferenga da expressdo dessa proteina entre 0s grupos de mama normais e mamas
neoplasicas. Grupos DMBA+S40 aumento de modo significante a expressdo da PTEN (p<0.01),

quando comparada ao grupo controle.
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Figura 27. Expressao proteica de pSRC e SRC. Western Blot de pSRC e SRC de amostras das
mamas dos grupos C, S20, S40 e P150, DMBA, DMBA+S20, DMBA+S40 e DMBA+P150. llustragao
do western blot dos grupos experimentais (A) e quantificagdo por unidades arbritérias (UA) da
relagdo pSRC/SRC (B), pSRC/GAPDH (C) e SRC/GAPDH (D). Os resultados representam a

média+EP.

Bonferroni).

85

*p<0.05, quando comparado ao grupo DMBA. (ANOVA seguido pelo teste de



DMBA+520
DMBA+540
DMBA+P150

=
A s
C s20 s40 P150 =)

pAkt
Akt

GAPDH

0
O

PAKt/GAPDH
(UA)
AKt/GAPDH
(UA)

CPHLO T PP

‘¥

CPL LTS PE

‘T

Figura 28 Expressao proteica de pAkt e Akt. Western Blot de pAkt (fosfo-Akt) e Akt de amostras
de mamas de nos grupos C, S20, S40 e P150, DMBA, DMBA+S20, DMBA+S40 e DMBA+P150.
llustragéo do western blot dos grupos experimentais (A) e quantificagéo por unidades arbritarias (UA)
da relagdo pAkt/Akt (B), pAkt/GAPDH (C) e Akt/GAPDH (D). Os resultados representam a
médiazEP. ***p<0,001 comparado com grupo DMBA (ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni).
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Figura 29. Expressao proteica de PTEN. Western Blot de PTEN de mamas de ratas Sprague-
Dawley dos grupos C, S20, S40 e P150, DMBA, DMBA+S20, DMBA+S40 e DMBA+P150. llustragéo
do western blot dos grupos experimentais (A) e quantificagdo por unidades arbritarias (UA) de
PTEN/GAPDH (B). Os dados foram normalizados por GAPDH. Os resultados representam a

médiazEP. ***p<0.001 comparado com grupo DMBA (ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni).
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5.2.4 Analise de células progenitoras e células-tronco neoplasicas

Para a avaliagdo de células-progenitoras, células-tronco e células-tronco neoplasicas, foi
realizado uma analise de imunoexpressao. Utilizou-se marcadores imuno-histoquimicos especificos
para estes tipos celulares, como CD133, CD24, CD44 e EpCAM. A analise foi procedida em
amostras de glandulas mamérias normais e neoplasicas e encontram-se esquematizados nas
figuras 29-32 e sdo ilustradas nas figuras 33 e 34. Para a avaliagdo, foram quantificadas seis

diferentes campos de cada amostra, sendo os resultados expressos em média por campos.

Nos tumores desenvolvidos pela indugédo de DMBA, obteve-se a expressé@o de todos os
marcadores citados. Ja nas glandulas mamarias normais teve positividade para os marcadores
CD133 e CD44.

CD133 € expresso em células epiteliais. A marcagdo € principalmente na membrana
citoplasmatica. CD133 é expressa em mamas sem lesdes neoplasicas, sendo uma imunoexpressao
menor (p<0,001) em comparagao ao grupo neoplasico DMBA. O grupo DMBA teve uma média de
125 células positivas por campo enquanto que o grupo DMBA+S40 teve uma média menor que 75
células positivas (p<0,001). Tratamentos com a dose menor de sinvastatina ou com a pravastatina

diminuiram a média de células CD133 positivas, porém néo houve significancia (p>0,05).

Ja a marcagdo para CD24, foi negativa em mamas normais. As estatinas diminuiram a
média de células CD24 positivas no tecido mamario neoplasico, porém apenas significante na maior
dose sinvastatina (19,9 células/campo VS grupo DMBA 51,61 células/campo, p<0,01). CD24 é

expressa na membrana das células epiteliais € em células luminais.

Como CD24, CD44 é expressa na membrana das células. No tecido mamario normal, CD44
é expressa em células mioepiteliais, enquanto que no tumor, a marcagao é positiva para células
epiteliais. A média de células positivas no tecido normal é ao redor de cinco células por campo,
enquanto que no tecido tumoral chega a 20 células por campo. Animais com tumores tratados com
as estatinas tiveram uma média menor que 20 células por campo, porém apenas O Qrupo

DMBA+S40 teve uma diminuic&o significante em comparagéo ao grupo controle DMBA (p<0,05).

Na imunoexpressao de EpCAM, ndo houve médias significantes na comparagao entre os

grupos com mamas neoplasicas. Grupos tratados com DMBA e sinvastatina tiveram uma média
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maior que os grupos DMBA e DMBA mais pravastatina. EpCAM é uma proteina expressa na

membrana das células. Em amostras de mamas normais, ndo houve expressdo desta proteina.

Em mamas nédo neoplasicas, nenhuma das estatinas, independentemente da dose testadas

nao houve interferéncia da imunoexpresséo dos marcadores testados.
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Figura 30. Frequéncia de células CD133+. Numero de células CD133+ nos grupos C, S20, S40,
P150, DMBA, DMBA+S20 e DMBA+S40, DMBA+P150. As barras representam a médiazEP.
***p<0.001 comparado com o grupo DMBA (ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni).
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Figura 31 Frequéncia de células CD24+. Numero de células CD24+ nos grupos C, S20, S40,
P150, DMBA, DMBA+S20 e DMBA+S40 e DMBA+P150. As barras representam a médiat EP.
***p<0.001 e **p<0.01 comparado com o grupo DMBA (ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni).
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Figura 32 Frequéncia de células CD44+. Numero de células CD44+ nos grupos C, S20, S40,
P150, DMBA, DMBA+S20 e DMBA+S40 e DMBA+P150. As barras representam a médiat EP.

*p<0.05 e ***p<0.001 comparado com o grupo controle (ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni).
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Figura 33 Frequéncia de células EpCAM+. Numero de células EpCAM+ nos grupos C, S20, S40,
P150, DMBA, DMBA+S20 e DMBA+S40 e DMBA+P150. As barras representam a médiat EP.

**p<0.01 comparado com o grupo controle (ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni).
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Figura 34 Imunoexpressdo de marcadores de células progenitoras e células-tronco
neoplasicas. Fotomicrografias ilustrativas da expressdo de imunomarcadores em tecidos
neoplasicos para células tronco neoplasicas dos grupos DMBA (coluna da esquerda) e DMBA+S40
(coluna da direita). CD24 (a,b), CD44 (c, d), CD133 (e, f), EPCAM (g, h). Imunoperoxidase, escala=
30 pm.
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Figura 35 Imunoexpressdao de marcadores de células tronco. Fotomicrografias ilustrativas da
expressao de imunomarcadores para células-tronco em tecidos mamarios nao neoplasicos dos

grupos C (coluna da esquerda) e S40 (coluna da direita). Imunoperoxidase, escala=20um.

5.2.5 Correlagdes da expressao de CP/CTNs e variaveis biol6gicas

Apbs a analise da imunoexpressdo dos marcadores de CPs e CTNs, foram analisadas
correlagdes com a frequéncia de positividade dos marcadores imuno-histoquimicos em relagéo a
variaveis biologicas e morfologicas, como volume tumoral, percentagem ductal e de necrose, indice
mitético e o grau histologico final. Também correlacionou-se a positividade dos diferentes

marcadores utilizados entre si.
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A tabela 6 demonstra a correlagdo entre marcadores de CP/CTNs e fatores preditivo do
comportamento  biolégico. Resumidamente, foram observadas as seguintes correlagdes

significantes:

» Alta correlagéo positiva entre (1) a expressao de CD133 e (2) o volume tumoral, com r de
Spearman de 0,7342 (figura 35 A).

» Alta correlagdo negativa entre (1) a expressao de CD133 e a (2) percentagem ductal, com r
de Spearman de -0,8204 (figura 35 B).

» Baixa/média correlagao positiva entre a (1) expressao de EpCAM e a (2) percentagem de
necrose (r=0,6150).

Estas correlagdes indicam que quanto maior volume tumoral, maior a expressdo de células
CD133+. Ainda, quanto maior o carater de diferenciagdo do tumor (maior percentagem ductal),
menor a expressao de CD133 no tecido. Nao houve associagdes estatisticamente significantes entre

0 numero das demais células CPs/CTNs e as variaveis bioldgicas analisadas.

As correlagdes entre os marcadores CPs/CTNs estdo datadas na tabela 7. Houve apenas
uma baixa/média associa¢do significante positiva apenas entre a expressdo de CD24 e CD44
(r=0,6430) (figura 37).

A avaliagdo da correlagdo entre a positividade dos marcadores CPs/CTNs e o grau
histolégico € demonstrado na figura 38. Em tumores classificados como alto grau histol6gico,
expressam em meédia mais células CD133+, CD24+ e EpCAM+ do que tumores com baixo grau.

Porém, nenhuma das correlagdes foi significante (p>0,05).
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Tabela 6. Correlagéo entre marcadores de células progenitoras/células-tronco e fatores preditivos de

comportamento biolégico dos tumores.

Marcador | Volume tumoral | % ductal | % necrose | indice mitético
CD133 r0,7342 r-0,8204 | r-0,2049 r-0,3211
p 0,001 p 0,0018 | p 0,4148 p 0,1938
cD24 r0,2845 r-0,1499 | r-0,3362 r0,1438
p 0,2958 p 0,5528 | p 0,1726 p 0,5820
CD44 r0,0197 r-0,1931 | r-0,3192 r0,16
p 0,9488 p 0,5274 | p 0,2878 p 0,6016
r-0,2341 r0,0399 |r0,6150 r0,3097
EPCAM p 0,4010 p 0,8890 | p 0,0147 p 0,2813
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Figura 36 Correlagdes entre células progenitoras/células-tronco neoplasicas e variaveis
tumorais. Correlagdes entre células CD133+ e volume tumoral (p<0.01) (A), e entre células CD133+
e percentagem do componente ductal (p<0.01) (B) em amostras de tumores mamarios.

Tabela 7. Correlagdo entre marcadores de células progenitoras/células-tronco (colocalizagéo

tecidual).
EpCAM
D133 ;8322753
cou_| 7215 70050
CD24 r=0.5098 | r=0.5484 | r=0.6430

p=0.0904 | p=0.0649 | p=0.0177
EpCAM | CD133 CD44 CD24 |
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Figura 37 Correlagdo entre imunomarcagdo de células progenitoras/células-tronco

neoplasicas. Correlagao entre células CD24+ e CD44+ (p<0.05) de amostras de tumores mamarios.

>

p=0.1155

w

p=0.4900

[=2]
o
]

Células CD24+
(Média de 6 CMA)
-y
o

Células CD133+
(Média de 6 CMA)
S8

Baixo Grau Alto Grau Baixo Grau Alto Grau

o
O

p=0.9577

p=0.8062

15

Células CD44+
(Média de 6 CMA)
3
Células EpCAM+
(Média de 6 CMA)

Baixo Grau Alto Grau Baixo Grau Alto Grau

Figura 38 Numero de células progenitoras/células-tronco neoplasicas positivas e o grau
histolégico final. Relagcdo do indice de células positivas CD133+ (A), CD24+ (B), CD44+ (C) e
EpCAM+ (D) com escore do sistema de Nottingham de tumores mamarios. As barras representam a
médiax EP. p>0,05 (teste t Student).
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6. DISCUSSAO

6.1 Caracterizagao farmacolégica e toxicoldgica das estatinas

Na primeira etapa deste trabalho, avaliaram-se diversas doses da sinvastatina (estatina
lipofilica, administrada na forma de pré-farmaco) e da pravastatina (estatina hidrofilica). As diferentes
classes lipofilica e hidrofilica se diferenciam pelas propriedades farmacocinéticas, farmacodinamicas

e pela incidéncia de toxicidade (87, 90).

Foram coletados dados da literatura para propor os testes das diversas doses, com uma
variagdo de 20 a 100 mg/Kg para sinvastatina e 50 a 250 mg/Kg para a pravastatina (120, 121).
Dose de 20 mg/Kg de sinvastatina tem uma agéo farmacoldgica equivalente a uma dose de 50
mg/Kg de pravastatina. As doses testadas nos animais equivalem com a dosagem utilizadas na

pratica medica.

Ambas as drogas conseguiram modular o perfil lipidico das ratas Sprague-Dawley,
principalmente na diminuigdo dos niveis séricos de VLDL-c e do triacilglicerol total. Apenas a maior
dose da sinvastatina diminuiu de modo significante os niveis de colesterol-total. Este perfil
farmacoldgico difere de modelos no qual usam animais com dislipidemias, obesos ou consumindo
dietas hiperlipidémicas, onde o uso das estatinas diminuem os niveis séricos do colesterol em doses
mais baixas (121, 123, 124). Alguns modelos utilizando ratos normolipidémicos, demonstram uma
diminuigao dos niveis séricos de VLDL-c e triacilglicerol, e ndo do colesterol total (88). Justifica-se
este fato pela a capacidade da estatina neste caso, de diminuir a sintese e concentragdo do
colesterol no figado, havendo uma menor liberagdo de VLDL-c e consequentemente diminuindo os

niveis de triacilglicerois totais (88).

Além do perfil lipidico, optou-se avaliar diversos sistemas biolégicos, como o sistema
muscular esquelético, hepatico e renal. Pela clinica, a maior incidéncia de efeitos adversos se

concentra nestes sistemas/tecidos.

95



A avaliagcdo da miotoxicidade foi observada através da quantificacdo da enzima creatina
quinase total (CK). Ambas as drogas testadas levaram a quadros de miotoxicidade, principalmente
nas doses mais elevadas. Microscopicamente foram analisados quatros musculo diferentes, sendo
dois ricos em fibras musculares lentas (masseter superficialis e parade abdominal) e outros dois
ricos em fibras musculares rapidas (gastrocnemius e biceps brachii). Todos os musculos
apresentaram lesdes microscopicas acompanhadas de inflamagdo, mas apenas nos animais
tratados com a sinvastatina. O caréter lipofilico parece ser importante na miotoxicidade, ja que estas
moléculas penetram mais faciimente nas células, em comparacdo com as estatinas hidrofilicas
(Pierno et al., 1995). Dentre os possiveis mecanismos de agdo toxicoldgica, os danos nos musculos
esqueléticos estdo associados a disfungdo mitocondrial, a diminuicdo do influxo de cloro nas células
e reducdo da concentracao celular de ubiquinonas (90,125). Ubiquinona é uma molécula sintetizada
a partir do acido mevalonico, sendo esta essencial para a cadeia de transporte de elétrons na
mitocondria (126). Ainda, estatinas podem aumentar a expressao do gene atrogina-1, responséavel

por causar atrofia no tecido (90).

O perfil hepatico foi avaliado pela quantificagdo das enzimas ALT e AST além da anélise
microscopica das trés zonas do tecido. Tanto a sinvastatina e pravastatina, nas maiores doses
testadas levaram a quadros de hepatotoxicidade. As alteragdes hepaticas geralmente sdo doses-
dependentes (126). Em humanos, hd baixo relato através de dados da farmacovigilancia
relacionando hepatotoxicidade e o uso das estatinas (90). Modelos in vivo utilizando ratos,
camundongos, coelhos e caes, indicam que o uso cronico das estatinas causa lesdes no figado e
este dano pode se revertido caso tenha administragdo de acido mevalénico (126). Isto pode explicar
que, parte da lesdo hepatica é pela propria agdo farmacolégica da inibicdo da enzima HMG-CoA
redutase. Nestes modelos citados, foram reportados aumento das enzimas transaminases e
alteragdes morfoldgicas, resultados idénticos obtidos pelo nosso trabalho (126). Ja em testes in vitro
correlacionando as estatinas e células hepaticas, demonstraram que estas podem reduzir coenzima
Q10 nas mitocondrias dos hepatdcitos, aumentando danos oxidativos no DNA, redugéo na sintese

de ATP e aumento do indice de apoptose (127).

Ja no sistema renal, ndo foi possivel observar toxicidade com o uso da sinvastatina, apenas
com a pravastatina. As leses observadas se concentraram na regiéo cortical, ndo tendo alteragdes

na regido medular. Estatinas hidrofilicas sdo mais excretadas pelo sistema renal em comparagao as

96



lipofilicas, podendo aumentar o risco de nefrotoxicidade pelo uso deste grupo (87). Estudos com
animais indicam que todas altas doses de estatinas lipofilicas ou hidrofilicas podem levar a
toxicidade tubular, acompanhadas com quadros de proteinuria e hemataria (90, 107, 128). A
proteinlria e hematdria sdo decorrentes de quadros clinicos de rabdomiolise (87). Em contraste,
diversos modelos experimentais afirmam que o uso das estatinas pode reverter quadros de

insuficiéncia e leséo renal (129, 130, 131).

De um modo geral, apenas as maiores doses da sinvastatina e pravastatina em tratamento
cronico causaram algum efeito toxico em ratas Sprague-Dawley. As menores doses foram bem
toleradas por estes animais, pelo menos no tempo de tratamento proposto e avaliado. Pela clinica,
as estatinas sdo drogas bem toleradas e amplamente utilizadas na clinica (87). O uso das estatinas
concentra-se na prevengao e no tratamento de doengas cardiovasculares (119). Mais recentemente,
veem se descobrindo outros efeitos farmacoldgicos deste grupo de farmacos. Dentre outras agbes
farmacoldgicas, encontram-se agdes anti-inflamatérias, antiplaquetaria e efeitos antineoplasicas em

diversas neoplasias solidas, como no cancer de mama (99, 119).

6.2 Agao antineoplasicas das estatinas

No sexo feminino, cancer de mama é a neoplasia maligna mais prevalente e a principal
causa oObito (64, 73, 110). Nas duas Ultimas décadas, investiga-se que cancer de mama e outras
neoplasias sélidas, sdo organizadas por uma hierarquia de subpopulagdes celulares, sendo que o
tumor pode originar de uma unica células neoplasica, em especial uma célula-tronco neoplésica (51,
73, 133. Além da importancia da fisiopatologia das CTNs, estas também sdo consideradas
biomarcadores para tumores com pior prognostico e para resisténcias terapéuticas. CTNs podem ser

importantes alvos terapéuticos para novos tratamentos farmacologicos (45, 51, 64, 134).

Métodos para deteccao e identificagdo de CTNs tém diversas controvérsias. De um lado, a
deteccdo de CTNs pela imuno-histoquimica recebeu diversos avangos com a utilizagdo de imuno
marcadores para CTNs, sendo agora considerados fatores de diagndsticos independentes ou para

orientagdo de estratégias terapéuticas (45, 51, 64 134). Mesmo que alguns autores considerem
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estes imuno marcadores como “néo especificos” para o diagnostico de células indiferenciadas ou

para subclone de CTN, estes ainda ndo perdem o valor significativo clinico (45, 51, 64 134).

O uso de imuno marcadores para CTNs em modelos classicos experimentais ainda séo
raros e poucos reportados pela literatura. Este trabalho desenvolvido é o primeiro a quantificar
células que expressam imuno marcadores para CTNs e CPs em animais tratados com estatinas,
possibilitando observar possiveis efeitos in vivo anti-CPs e anti-CTNs por parte dessa classe

terapéutica.

Em nossos resultados, claramente observa-se um aumento da expressdo CD133, CD24,
CD44 e EpCAM nos tecidos mamarios neoplasicos induzidos por DMBA, em comparag¢do a mama
controles sem lesfes cancerosas. Este achado indica que o protocolo de indugado por DMBA nos
fornece um modelo adequado para estudos da fisiopatologia e farmacologicos focando em CPs e

CTNs. O uso de DMBA é um dos modelos experimentais mais explorados no cancer de mama (17).

Recentemente Lee et al.,(59) e Gauthman et al., (44) usando modelos in vitro, sugeriram que
a sinvastatina pode suprir o crescimento de células-tronco embrionarias cancerosas e CTNs
respectivamente. Nestes trabalhos, sinvastatina ndo afetou ou teve efeitos citotoxicos nas células
normais (CT e células diferenciadas). Em nossos resultados, estas drogas néo alteraram a

expressao de células CD133+, CD24+, CD44+ e EpCAM em tecidos mamarios normais. Ainda

o tratamento crénico in vivo com a sinvastatina ou pravastatina no modelo de carcinogénese nao

desenvolveram efeitos toxicos classicos (como miotoxicidade, hepatotoxicidade e problemas renais).

Alguns estudos tém discutido os efeitos antineoplasicos das estatinas, em particular das
lipofilicas, em modelos in vivo (32, 115, 117, 135). Dois trabalhos recentes demonstram que a
sinvastatina teve significantes efeitos antineoplasicos em modelos de carcinogénese mamaria por
inducdo quimica. Kubatka et al.,(110,111,112,113) demonstrou uma redugao profilatica do nimero
de animais desenvolvendo cancer de mama quando tratadas com sinvastatina ou atorvastatina.
Igualmente, Lubet et al.,(105) descreveu a redugédo da carcinogénese maméria de ratas tratadas
com atorvastatina ou lovastatina. Nestes trabalhos in vivo, as estatinas foram administradas antes e
depois do desenvolvimento da neoplasia, sendo estudos de quimioprevengdo. Nossos resultados
demonstraram que o tratamento com a sinvastatina pode prevenir o aumento do volume tumoral e 0

numero de tumores desenvolvidos por animal. Ainda, é importante enfatizar que em nosso modelo
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experimental, as estatinas foram administradas pos-formacéo do tumor. Com isto, os resultados

encontrados seguem 0s mesmos principios ja discutidos na literatura.

Os efeitos no volume e no numero de tumores pelo tratamento crénico com a sinvastatina
parece ser dose-dependente, sendo a maior dose responsavel pelos efeitos antineoplasicos. Na
maior dose de sinvastatina testada, foi eficaz para reduzir significantemente a imunoexpresséo de
marcadores de CP e CTNs. Esta efeito de reducao foi verificado em todos os marcadores testados,

com excegao de EpCAM.

E de importancia citar que sinvastatina inibiu células cancerosas, mas ndo células normais
que expressavam marcadores de CP e CTNs. No tecido neoplasico, aparentemente ndo houve uma
acao inibitéria em especifico em CP e CTNs, mas também em células diferenciadas. O controle do
incremento tumoral ndo pode ser justificado pelo controle de CP e CTNs, j& que estas células
geralmente néo representam mais que 10% das células tumorais. De uma perspectiva clinica, a
evidéncia que a sinvastatina é capaz de afetar negativamente células indiferenciadas e diferenciadas
neoplasicas, aumenta a chance de cura e abre novas perspectivas para novos tratamentos

farmacoldgicos contra o cancer de mama.

O mecanismo da agéo antineoplasica pela sinvastatina pode ser justificado em partes pelo
controle da proliferacdo celular (efeito citostatico) do que de indugdo de morte celular (efeito
citotoxico). O efeito citostatico é observado, pois houve uma redugéo do nimero de mitoses e da
expressdo de Ki67, ndo havendo alteragdes na percentagem de necrose. Ainda, sinvastatina foi
capaz de diminuir o indice de Akt fosforilada no tecido neoplasico. Akt &€ uma proteina envolvida em
diversas fungdes, como na diferenciacao, apoptose e no ciclo celular (22, 24). Em partes, o controle
da Akt pode ser justificado pelo aumento da PTEN, proteina inibitéria da fosforilagdo da Akt.
Nenhuma das estatinas controlou ou alterou de modo significante a via de sinaliza¢do da tirosina

quinase SRC.

A maioria dos efeitos antineoplasicos e anti-CTNs é dada pela maior dose da sinvastatina
testada, sugerindo uma agéo dose-dependente. Esta mesma dose foi capaz de diminuir células que
expressam CD133, CD24 e CD44. CD133, também chamada de prominina-1, € uma molécula de
transmembrana que pode ser expressa no citoplasma e principalmente nas membranas celulares

(66, 67, 71). A expressdo de CD133 é descrita como um biomarcador encontrado em CT e CP
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mamaria, porém ainda desconhece fungdes especificas desta proteina no tecido (50, 64, 71).
Células CD133+ tem a capacidade de autorenovacdo por divisdes assimétricas (50). Diversos
estudos relatam que os niveis CD133 no tumor correlacionam com a sobrevivéncia do paciente,
estagio/desenvolvimento e volume tumoral (67, 71). Nossos resultados demonstram uma correlagao
positiva com o numero de células CD133+ e o volume tumoral e inversamente correlacionado com a
percentagem do componente ductal. Estas correlagdes indicam que, neste modelo, CD133 pode ter
funcdes na proliferagdo e na diferenciagcdo celular, favorecendo o crescimento tumoral e a

heterogeneidade histoldgica.

Nos outros marcadores testados, ndo houveram boas/grandes correlagbes com o0s
parametros bioldgicos, sugerindo que CD133 pode ser mais relevante no ponto fisiopatol6gico neste
modelo experimental. Mesmo assim, a expressao de CD24 e CD44 estdo ligadas a um pior
prognostico e a resisténcia terapéutica (55, 59). Alta dose de sinvastatina foi capaz de controlar

todos estes marcadores.

Resumindo, este € o primeiro estudo que confirma o efeito inibitdrio da sinvastatina contra
CPs/CTNs em modelo in vivo. Este efeito inibitorio é especifico para células cancerosas, ndo
afetando células normais, podendo ser uma vantagem em relagdo ao ponto de vista terapéutico.
Finalmente, este efeito € provavelmente justificado pela inibicdo da proliferagéo celular do que a
promogao da morte celular. O controle de CPs/CTNs pela sinvastatina ndo parece ser especifica
para apenas um marcador ou subtipo de CPs/CTNs, diminuindo a chance da sobrevivéncia de
clones resistentes e consequentemente podendo otimizar o processo terapéutico e o combate de

resisténcia terapéutica.
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7. CONCLUSOES

A sinvastatina em uso cronico diario possui atividade antineoplasica in vivo, em modelo
murino de carcinogénese mamaria quimicamente induzida.

Essa atividade antineoplasica parece ser de natureza citostatica, uma vez que esta
associada a diminui¢do da proliferagao celular (reducdo de indice mitético e de expressao
de ki67) e ndo a aumento de morte celular (necrose).

O efeito anti-neoplasico foi mais claro na maior dose testada, sugerindo tratar-se de uma
efeito dose-dependente.

N&o foram detectadas agdes antineoplasicas com a pravastatina (mesmo em doses bem
mais altas que as utilizadas com a sinvastatina), sugerindo que o perfil de lipofilicidade da
droga possa ser um aspecto importante de seu mecanismo de agao.

Com relagdo ao mecanismo de acdo da droga, o presente trabalho fornece duas
possibilidades propostas dignos de nota:

« Em primeiro lugar, as acdes antineoplasicas estdo significantemente associadas a
reducdo no numero de células que expressam marcadores de CTN. A redugao de
CTNs pela sinvastatina, resultando em desaceleragdo do crescimento neoplasico
constitui um mecanismo altamente provavel que poderia explicar pelo menos parte
das a¢des da sinvastatina em nivel celular. Cumpre lembrar que nenhuma estatina
demonstrou efeitos deletérios sobre CT normais, 0 que confirma o perfil de
seguranga clinica desta classe de droga, muito bem estabelecido na literatura.

« Em segundo lugar, as agbes antineoplasicas da sinvastatina estdo igualmente
associadas a uma redugédo nos niveis de Akt fosforilada. Este mecanismo, por sua
vez, poderia explicar mesmo que parcialmente as agdes da sinvastatina em nivel
molecular, na medida em que a Akt (especialmente em sua forma ativa/fosforilada)
é uma molécula de sinalizag&o intracelular de grande importéncia para proliferagéo
e diferenciacgao celulares.

« Limitagdes do estudo: tendo sido estabelecido com a preocupagdo de demonstrar
acdes antineoplasicas e de forma inédita os efeitos anti-CTN in vivo das estatinas, o

presente delineamento experimental ndo permite verificar com profundidade a
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relevancia relativa desses possiveis mecanismos de agéo, tdo pouco uma eventual
relagcdo entre eles. Todas essas questdes serdo cuidadosamente analisadas nos

préximos meses pelo grupo.
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