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RESUMO

Xiv



Estatinas sdo farmacos amplamente utilizadas no tratamento das hipercolesterolemias.
Elas sdo inibidores competitivos da 3-hidroxi 3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA)
redutase impedindo, dessa forma, a sintese do colesterol. L-carnitina € sintetizada a
partir dos aminodcidos essenciais lisina e metionina no figado e no rim. Desempenha
funcdo importante na célula onde estd envolvida na oxidacdo dos acidos graxos agindo
como um cofator no transporte de grupos acil através da membrana mitocondrial
interna. Piracetam é uma droga nootropica cuja funcdo € melhorar o desempenho
cognitivo, e as fungdes envolvidas nos processos de aprendizagem, memoria, atengdo e
consciéncia. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a acdo protetora da L-
carnitina ou piracetam contra a morte por necrose de células PC-3 induzida por
sinvastatina 60 uM ou tert-butyl-hidroperéxido (t-BOOH) 500 uM. Tanto a sinvastatina
quanto o t-BOOH causam transicdo de permeabilidade mitocondrial (TPM), seguida de
morte celular por necrose. L-carnitina e piracetam protegeram contra a morte celular
induzida por sinvastatina ou t-BOOH por meio de um mecanismo dose-dependente (1-
12 uM). Na avaliacdo da disfun¢ido mitocondrial causada por sinvastatina ou t-BOOH,
tanto a L-carnitina quanto o piracetam protegeram contra a perda de potencial de
membrana mitocondrial de forma semelhante & ciclosporina A. As quedas nas
velocidades de respiracdo de estado III e estado IV, (fosforilacdo e repouso), também
foram prevenidas por L-carnitina, piracetam e ciclosporina A. Quando linhagens de
células ndo tumorais (GN16-P6 e HaCaT) foram analisadas, observou-se que tanto L-
carnitina quanto o piracetam também protegeram contra a morte celular induzida por
sinvastatina. Podemos concluir que nas células PC-3, estes compostos protegem contra
necrose celular através da inibicdo da TPM e que em linhagens ndo tumorais estes

compostos apresentam efeitos semelhantes.
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ABSTRACT

XVi



Statins are drugs widely used in the treatment of hypercholesterolemia. They are
competitive inhibitors of 3-hydroxy 3-methylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA)
reductase preventing in this way, the synthesis of cholesterol. L-carnitine is synthesized
from the essential aminoacids lysine and methionine in liver and kidney and plays an
important role in the cell, where it is involved in fatty acid oxidation by acting as a
cofactor in the transport of acyl groups across the inner mitochondrial membrane.
Piracetam is a nootropic drug which function is to improve cognitive performance, and
the functions involved in the processes of learning, memory, attention and
consciousness. This study aimed to evaluate the protective action of L-carnitine or
piracetam against necrosis in PC-3 cells induced by 60 uM simvastatin or 500 uM tert-
butyl-hydroperoxide (t-BOOH). Both simvastatin and t-BOOH causes mitochondrial
permeability transition (MPT) followed by necrosis. L-carnitine and piracetam protected
against cell death induced by simvastatin or t-BOOH by a dose-dependent mechanism
(1-12 pM). In the assessment of mitochondrial dysfunction caused by simvastatin or t-
BOOH, L-carnitine or piracetam similarly to cyclosporin A protected against the loss of
mitochondrial membrane potential. The decrease in state III or state IV respiration rates,
were also prevented. When non-tumor cell lines (GN16-P6 and HaCaT) were analyzed,
it was observed that both L-carnitine and piracetam also protected against cell death
induced by simvastatin. We can conclude that these compounds protected against cell

necrosis by inhibiting MPT in both tumor or non tumor cell lines.

Xvii



1- INTRODUCAO

18



1.1 - Estatinas

As estatinas sdo compostos naturais (produzidos por fungos) ou sintéticos
(Davidson, 2002), capazes de diminuir a concentracio de colesterol plasmatico através
da inibi¢do da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima-A (HMG-CoA) redutase, que
catalisa a conversdo de HMG-CoA em mevalonato, etapa que limita a sintese de novo

de colesterol (Shepherd et al., 1995).

Em 1971, Endo e colaboradores iniciaram um projeto com o objetivo de
pesquisar metabdlitos microbianos capazes de inibir a HMG-CoA redutase, a fim de
reduzir as taxas de colesterol plasmdtico em humanos. Estes estudos resultaram na
descoberta de um potente inibidor da HMG-CoA redutase, chamado mevastatina
(anteriormente chamado ML-236B ou compactina) (Endo et al., 1976). Posteriormente
vérios estudos mostraram que a mevastatina era capaz de reduzir os niveis de colesterol
LDL em modelos experimentais e em seres humanos (Tsujita et al., 1979; Yamamoto et
al., 1980). Estas descobertas estimularam o desenvolvimento mundial de andlagos da
mevastatina. Em 1990 trés drogas, a lovastatina (inicialmente chamada mevinolina),
sinvastatina e pravastatina, foram aprovadas e comercializadas em muitos paises

(Grundy, 1988; Hunninghake, 1992).

1.1.1- Propriedades quimicas e funcionais das estatinas

Lovastatina, sinvastatina e pravastatina sdo estatinas naturais produzidas por
fungos, enquanto atorvastatina, rosuvastatina, cerivastatina, pitavastatina e fluvastatina
sdo estatinas sintéticas (Davidson, 2002). As estruturas quimicas das estatinas podem
ser divididas em trés grupos: (1) estrutura andloga ao HMG-CoA, substrato da enzima
alvo, (2) estrutura hidrofébica de anel covalentemente ligada ao andlogo da HMG-CoA
e envolvida na ligacdo da estatina a enzima alvo e (3) grupos laterais dos anéis que
definem as propriedades de solubilidade dessas drogas e portanto, muitas de suas

propriedades farmacocinéticas (Gaw et al., 2000).
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Atorvastatina, fluvastatina, lovastatina e sinvastatina sdo compostos
relativamente lipofilicos, enquanto pravastatina, e rosuvastatina sdo mais hidrofilicos
como resultado do grupo polar hidroxil e do grupo metano sulfonamida,
respectivamente (McTavish et al., 1991; McTaggart et al., 2001). O mecanismo
estrutural de inibicio de HMG-CoA redutase por estatinas revelou que esses compostos
agem através da ligacdo ao sitio ativo da enzima impedindo estericamente o substrato de

se ligar (Istvan et al., 2001; Schachter, 2004).

Comparacdes do complexo enzima-estatina revelaram diferencgas sutis em seus
modos de ligacdo. Atorvastatina e rosuvastatina contém uma cadeia lateral polar com
grupo carbonila e sulfonamida, respectivamente, que realiza interagdo por ligacdo de
hidrogénio com o residuo de Ser565 da enzima. Somente rosuvastatina realiza interacéo
polar com o residuo de Arg568 da enzima, pela interacdo com grupo sulfonamida o que
aumenta sua hidrofobicidade e amplia sua interagdo com a enzima HMG-CoA,
proporcionando resultados clinicos mais expressivos (Istvan, 2003). O significado
dessas diferencas continua a ser estudado e o melhor conhecimento destas interacdes
entre estatinas e a enzima pode contribuir para o desenvolvimento de moléculas com
acdes mais especificas e mais potentes. (Schachter, 2004). Veja as estruturas quimicas

das principais estatinas na Fig. 1.
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Figura 1- Estruturas quimicas das estatinas. Do ponto de vista estrutural as estatinas
podem ser divididas em 3 grupos: (1) estrutura andloga ao HMG-CoA,
substrato da enzima alvo (circulada na estrutura da lovastatina); (2) estrutura
hidrofébica de anel covalentemente ligada ao andlogo da HMG-CoA e
envolvida na ligag¢do da estatina a enzima alvo; (3) grupos laterais dos anéis

que definem as propriedades de solubilidade dessas drogas. Adaptado de
Schachter, 2004.
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Atualmente, as estatinas s@o amplamente utilizadas nos tratamentos de
hipercolesterolemias. Esses farmacos inibem reversivel e competitivamente a HMG-
CoA redutase devido a sua alta afinidade pela enzima e similaridade com o substrato
HMG-CoA (Figura 2). A diminui¢do intracelular de colesterol estimula a sintese de
receptores LDL (low density lipoprotein), o que determina maior captagdo das LDL-C
(low-density lipoprotein cholesterol) em circulagdo e conseqiiente diminuicdo da
concentracdo de LDL-C no plasma (Hobbs et al., 1992). As estatinas também aumentam
a concentracio de HDL-C (high-density lipoprotein cholesterol) e diminui a

concentragdo de triglicerideos (Maron et al., 2000).

Acetil-CoA
TR HMG-CoA
-Co
—»l }7 Estatinas
redutase Mevalonato

|

Isopentanil-PP

|

Geranil-PP

|

/FarnesiI-PP — Geranilgeranil-PP
Esqualeno \ / l \

2,3 Oxidosqualeno Proteinas  policol  Ubiquinona
l isopreniladas
Colesterol

Figura 2 — Via de sintese do colesterol. As estatinas inibem a conversao de HMG-
CoA em mevalonato. Sem a presenca do precursor mevalonato, ndo é
produzido o geranilpirofosfato (Geranil-PP) e consequentemente ndo ha

producdo de colesterol. Adaptado de Sirvent et. al., 2008.
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Alguns efeitos adversos, contudo, tem sido observados em pacientes tratados
com estatinas, entre eles, hepatotoxicidade e miotoxicidade. A hepatotoxicidade, que
caracteriza-se por um dano ao figado causado por substincias quimicas ou efeito
colateral de algum medicamento (Horsmans et al., 1990; MacDonald et al., 1998), foi
verificada num estudo em que as estatinas promoveram elevacdo dos niveis de
transaminase hepéticas AST (aspartato amonitransferase) e ALT (alanina
aminotransferase) (Arduini et al., 2004). AST e ALT sao indicadores sensiveis de dano
hepético em diferentes tipos de doencas sendo liberadas na corrente sanguinea em

grande quantidade quando hd dano 2 membrana do hepatdcito (Bhardwaj et al., 2007).

O efeito adverso mais comum, contudo, sdo as varias formas de miotoxicidade
que vao de mialgia a rabdomidlise. A mialgia € uma dor muscular, localizada ou ndo
que surge devido a tensdes nos musculos. A razdo pode se devido a um excessivo
esfor¢o, o que pode ocorrer com uma sobrecarga além da capacidade usual do individuo
(Venero et al., 2009). J4 a rabdomidlise € a quebra (lise) rdpida de miisculo esquelético
(rabdomio) devido a lesdo no tecido muscular. A lesdo muscular pode ser causada por
fatores fisicos, quimicos ou bioldgicos (Staffa et al., 2002). A destruicdo do musculo
leva a liberagdo de produtos das células musculares na corrente sanguinea; alguns dos
quais, como a proteina mioglobina sdo lesivos para os rins, podendo causar
insuficiéncia renal aguda. Essa manifestagdo ocorre em até 7 % dos pacientes tratados

com estatinas (Baer et al., 2007; Christopher-Stine, 2006).

A administracdo aguda de estatinas em midcitos humanos diminuiu a
concentracdo de ATP intracelular sugerindo um efeito direto da estatina na fungdo
mitocondrial (Nishimoto et al., 2003). Sirvent et al. (2008) observaram que ap0s
administracdo de sinvastatina de forma aguda em bi6psias de misculo humano houve
inibi¢do do complexo I da cadeia respiratéria levando a uma disfungdo mitocondrial.
Este efeito também foi confirmado em bidpsias de musculo de rato (Sugiyama, 1998).
Wagner et al (2008) demonstraram que 3 estatinas (fluvastatina, lovastatina e
sinvastatina) reduziram os niveis de ATP e viabilidade celular através do método do
MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-brometo  difeniltetrazolium), que mede a

capacidade das desidrogenases mitocondriais reduzirem o MTT a formazan.
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Resultados recentes do nosso laboratério demonstraram claramente que estatina
induz transi¢do de permeabilidade mitocondrial (TPM) por promover oxidagdo célcio
dependente de grupamentos tidis de proteinas de membrana. Em estudo com ratos
hipercolesterolémicos, knockout para receptor LDL, tratados 15 dias com doses
terapéuticas de lovastatina (100 mg/Kg) verificou-se uma maior susceptibilidade de
desenvolvimento da TPM em mitocOndrias isoladas de figado desses animais. Em
experimentos in vitro, a lovastatina ou sinvastatina induziram TPM dose-dependente
(10-80 uM) e este mecanismo foi sensivel a ciclosporina A (sequestrador de ciclofilina),
ditiotereitol (agente redutor), ADP, catalase (redutor H,O,) e EGTA (quelante de
célcio). Através deste trabalho foi demonstrado que estatinas podem agir diretamente na
mitocdndria tanto in vivo quanto in vitro induzindo TPM, que é um evento do processo

de morte celular tanto por necrose quanto por apoptose (Velho et. al., 2006).

Outro resultado recente do nosso laboratério revelou que sinvastatina pode
causar tanto apoptose quanto necrose em células de tumor de préstata (PC-3). Na
concentragdo de 10 puM, sinvastatina induziu principalmente apoptose, evento que foi
prevenido por mevalonato, mas ndo por ciclosporina A, inibidor cldssico da TPM. No
entanto, a uma concentragio de 60 uM, a sinvastatina induziu necrose, processo que foi
insensivel a mevalonato mas sensivel a ciclosporina A. A necrose celular foi precedida
por um aumento considerdvel na concentragdo de Ca®* citos6lico livre e uma
significativa queda na respiracao celular e potencial elétrico de membrana mitocondrial.
Tanto a disfungdo mitocondrial quanto a necrose celular foram revertidas por
ciclosporina A e boncrecato revelando que esses eventos sdo decorrentes da TPM. Por
outro lado a apoptose, induzida por concentracdes mais baixas de estatina (1-10 uM) foi
inibida por mevalonato, indicando que a apoptose nessas células foi dependente da

inibicdo da HMG-CoA redutase. (Oliveira et al., 2008).
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1.2 - L-carnitina

A mitocondria € uma organela central na manutencido da funcio e integridade
celular. A geracdo de ATP, um processo muito sensivel a demanda celular de energia, é
regulada por multiplos mecanismos para balancear o uso e sintese do mesmo. A ligacdo
entre formagdo de ATP mitocondrial e processos citosélicos envolve ndo somente o
transportador de nucleotideo de adenina, mas também as quinases mitocondriais
(creatina quinase, hexoquinase, adenilato quinase) localizados nos sitios de contato
entre as membranas mitocondrial externa e interna. Na maioria dos tecidos de
mamiferos, a fosforilacdo oxidativa mitocondrial ocorre por meio de dois substratos:
piruvato (derivado de glicose, lactato ou aminoicidos) ou 4cidos graxos, mais
especificamente acidos graxos de cadeia longa, que para atravessarem a membrana
interna da mitocOndria e se tornarem oxiddveis (apds a conversdao a forma de acil-

carnitinas) precisam de um transportador: a carnitina (Zammit, et al., 2009).

A carnitina (B-hidroxi-y-trimetilaménio butirato), (CH3);N"-CH,-CH(OH)-CH,-
COQ, encontra-se amplamente distribuida no organismo com maior concentragdo no
miuisculo. E sintetizada a partir da lisina e metionina no figado e no rim (Mayes &
Botham, 2003). A dieta normal de um adulto, prové aproximadamente 75% da carnitina
didria necessdria, vinda essencialmente da ingestdo de carne (Rebouche & Engel, 1984;
Borum, 1995; Stanley, 2004). A carnitina € requerida para a realiza¢do do transporte de
dcidos graxos do citoplasma para a matriz mitocondrial onde sdo oxidados (Roe &

Ding, 2001).

A ativag@o de acidos graxos de cadeias carbOnicas menores e suas oxidacdes
dentro da mitocdndria podem ocorrer independentemente da carnitina, porém as acil-
CoA de cadeias carbdnicas longas ndo conseguem atravessar a membrana interna da
mitocOndria e s6 se tornardo oxiddveis apds conversdo a forma de acil-carnitinas. Uma
enzima, a carnitna palmitoil-transferase I, presente no lado externo da membrana da
mitocOndria, converte as acil-CoA de cadeia longa a acil-carnitina, que é capaz de
atravessar a membrana interna da mitocondria e ter acesso ao sistema de enzimas da 3-
oxidacdo. A carnitina-acilcarnitina-translocase atua na membrana mitocondrial interna
como um transportador intermedidrio de carnitina. A acil-carnitina € transportada para
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dentro da mitocOndria acoplada ao transporte de uma molécula de carnitina para fora.
Desta forma, a acilcarnitina reage com a CoA em uma reagdo catalisada pela carnitina-
palmitoil-transferase II, que se encontra do lado interno da membrana interna (Figura 3).
Em seguida a acil-CoA é novamente formada na matriz mitocondrial e a carnitina é
liberada (Mayes & Botham, 2003; Longo et al., 2006). A figura 3 apresenta os eventos

da oxidacdo dos 4cidos graxos de cadeia longa.
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Figura 3 - Ciclo da carnitina na oxidacdo de acidos graxos. CPT-I: carnitina
palmitoil transferase I; CPT-II: carnitina palmitoil transferase II; CACT:

carnitina acil carnitina translocase. Adaptado de Mayes & Botham, 2003.
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Estudos recentes tem demonstrado muitos efeitos benéficos da L-carnitina.
Virmani et al. (2003) verificaram uma reducdo da neurotoxicidade induzida por
metanfetamina em ratos tratados com L-carnitina, através da reducdo da producdo de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Semelhantemente, esse efeito neuroprotetor
da L-carnitina foi observado em ratos tratados com dcido 3-nitropropidnico (3-NPA),
conhecido por produzir quedas no nivel de ATP neuronal por inibir o complexo II da
cadeia transportadora de elétrons. O pré-tratamento com L-carnitina preveniu totalmente

os efeitos deletérios de 3-NPA (Virmani et al., 2002).

Virios estudos mostram a ag@o protetora da L-carnitina na fun¢do mitocondrial
prevenindo o evento conhecido como TPM, caracterizado pela permeabiliza¢do néo-
seletiva da membrana mitocondrial interna. Estudos realizados com o hormonio
tire6ideo (T3) e palmitoil-CoA mostraram que ambos os compostos causam disfuncéo
na mitocondria levando a TPM e liberacdo de citocromo c. Nesses estudos, a TPM foi
inibida por CsA, albumina sérica bovina (BSA) e L-carnitina (Kashiwagi et al., 2001;
Furuno et al., 2001). Em mitocdndrias isoladas de figado de rato, foi verificado que o
dcido oléico inibe a respirag¢do, causa despolarizagdo de membrana, inchamento da
organela e liberagdo de citocromo c. Tendo conhecimento de que a L-carnitina é
indispensavel para a f-oxidag¢@o do dcido oléico na mitocondria e que esta reacdo requer
ATP e coenzima A (CoA), na presenca de ATP e CoA, a L-carnitina estimulou a
oxidacdo do 4cido oléico impedindo desta forma os efeitos deletérios desse 4cido na
mitocOndria. Este resultado sugere que a L-carnitina administrada mantém a funcdo

mitocondrial através da aceleragdo da B-oxidagdo (Oyanagi et al., 2008).

As agOes antioxidantes da L-carnitina também foram avaliadas num estudo em
que o acido linoléico foi usado como indutor de peroxidagéo lipidica. Os compostos O-
tocoferol e trolox foram usados como antioxidantes de referéncia para comparacdo dos
efeitos antioxidantes da L-carnitina. Nas concentracdes de 15, 30 e 45 pg/ml, a L-
carnitina mostrou 94,6%, 954% e 97,1% de inibicdo da peroxidacdo lipidica
respectivamente, enquanto que 45 ug/ml dos antioxidantes padrdes apresentaram uma

inibicdo de 88.8% e 86.2%, respectivamente (Giilcin, 2005).

Arduini et al. (2004) apresentaram dados recentes bastante relevantes num

estudo feito para avaliar a aglo protetora da L-carnitina na miotoxicidade. Nesta
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pesquisa, ratos jovens foram tratados com doses miotoxicas de sinvastatina, em
combinag@o ou ndo com L-carnitina. Os resultados observados revelaram os efeitos
preventivos e terapéuticos da L-carnitina nas miopatias causadas por estatinas. Altas
doses de sinvastatina produziram elevados niveis de creatina quinase no plasma quando
comparados ao controle, efeito revertido pela co-administracio de L-carnitina. Também
foi observado que a L-carnitina impediu a elevacdo das transaminases hepdticas, AST e
ALT. Os animais tratados com sinvastatina também foram avaliados em relagdo a
capacidade motora. Foi verificado que apds tratamento com altas doses de sinvastatina,
a capacidade dos animais caminharem em esteiras foi severamente prejudicada em
relacdo ao grupo controle. Quando a L-carnitina foi usada em associacdo com a
sinvastatina foi observada uma melhora significativa nesses animais. Este e outros
estudos sustentam o conceito de que pesquisas devem ser realizadas com o objetivo de

quantificar o efeito protetor da L-carnitina frente & administracio de estatinas.

1.3 — Piracetam

Piracetam, 2-pirrolidona acetamida, é um derivado ciclico do neurotransmissor
dcido y-aminobutirico (GABA), originalmente comercializado em 1971 pela UCB
(Union chimique belge) Pharma. Foi a primeira droga nootropica, ou seja, um
potencializador da cognig¢éo, cuja fungdo é melhorar a meméria e desempenho cognitivo
sem causar sedacdo ou estimulagdo (Giurgea, 1972). O mecanismo de acdo do
piracetam nao foi totalmente elucidado, porém sua influéncia nas fung¢des neuronal e
vascular ja é conhecida. H4 ainda evidéncias de que o beneficio do piracetam va além
da a¢@o nootrépica sendo indicado seu uso em vertigem, dislexia, anemia falciforme e

desordens cognitivas relacionadas a idade.

Apesar do piracetam ser um derivado do GABA, seu mecanismo de agdo parece
ndo estar relacionado as propriedades desse neurotransmissor. O exato mecanismo de
acdo do piracetam ainda é alvo de debates, mas héd evidéncias crescentes de que seu
efeito fundamental seja na restauracio da fluidez de membrana celular (Winblad, 2005).

A fluidez de membrana é importante para uma série de atividades incluindo transporte,
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atividade enzimatica, secrecdo quimica e ligacdo a receptores (Alberts et al., 1994;

Crews, 1982).

A interacdo do piracetam com membranas celulares foi primeiramente testada
num estudo onde o piracetam parcialmente preveniu mudangas relacionadas ao dlcool
numa monocamada de fosfatilcolina sintética (Fassoulaki et al., 1985). Essas
observacdes foram posteriormente confirmadas por um estudo de espectroscopia de
ressonancia magnética envolvendo membranas artificiais, que mostrou moléculas de
piracetam envolvendo o grupo polar de fosfolipideos. Isso resulta na formacdo de um
complexo mével droga-lipide, o qual induz a reorganizacdo de lipideos de membrana
melhorando sua fluidez e funcdo (Peuvot et al., 1995). Essa interacdo também foi
observada em outro estudo in vitro que investigou o efeito téxico de agregados do
peptideo amildide, que causa desorganizagdo lipidica, em membranas neuronais. Apds
incubacdo com piracetam foi observada uma diminui¢do significativa dos efeitos de
instabilidade de membrana causados pelo pepitideo amiléde (Mingeot-Leclercq et al.,
2003). O efeito do piracetam na restauracdo da fluidez de membrana também foi
avaliado em processos de envelhecimento celular. Miiller et al. (1999) mostraram que o
piracetam restaurou a fluidez de membranas cerebrais de ratos velhos, mas ndo
apresentou efeito em membranas de ratos jovens. Efeitos protetores similares também
foram observados em membranas de hipocampo de pacientes com doenga de Alzheimer

(Eckert et al., 1999).

Os beneficios do piracetam também foram observados na funcio vascular. Em
eritrécitos, o piracetam diminui a adesdo dos mesmos ao endotélio facilitando seu
movimento na circulacdo (Nalbandian et al., 1983) além de estimular a sintese de
prostaciclinas, que é um vasodilatador, e inibir a agregacdo plaquetiria (Moriau et

al.1993).
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Consequiéncias da restauracao da fluidez de membrana promovida
pelo piracetam
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Figura 4 — Efeito do piracetam na fluidez de membrana. A restauracio da fluidez de
membrana promovida pelo piracetam leva a uma série de beneficios

fisiol6gicos neuronal e vascular. Adaptado de Winblad, 2005.

O efeito do piracetam na disfun¢do mitocondrial seguida de estresse oxidativo
foi investigado num recente trabalho usando-se células PC12 (células de
feocromocitoma de rato) e células dissociadas de cérebro de animais tratados com
piracetam. O tratamento com piracetam melhorou o potencial de membrana
mitocondrial e a producdo de ATP, bem como reduziu a atividade de caspase 9 depois
do tratamento com nitroprussiato de sddio (SNP) nas células PC12. O tratamento in vivo
com o piracetam apresentou resultados semelhantes ao da célula PC12, melhorando o

potencial de membrana mitocondrial e os niveis de ATP (Keil et al., 2006).
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1.4 - Mitocondria e morte celular

Durante a segunda metade do século XX, a mitocOndria era considerada
uma organela cuja fungdo se restringia a producdo de energia através da fosforilacdo
oxidativa. Contudo, cerca de uma década atras, ficou claro que a mitocondria tinha uma

segunda funcio crucial: o controle da morte celular.

Segundo Kroemer et al., 2007, essa morte pode ser classificada em:
apoptose, necrose, autofagia e catdstrofe mitdtica. A apoptose € um mecanismo pré-
determinado geneticamente que pode ocorrer através de varias cascatas de sinalizacgdo,
as quais podem ser divididas em via extrinseca e intrinseca. A apoptose pela via
extrinseca é caracterizada pela ativagdo de receptores de membrana localizados na
superficie celular, enquanto a apoptose pela via intrinseca € resultado de cascatas de
eventos intracelulares nas quais a permeabilizacdo mitocondrial tem um papel

fundamental.

A apoptose mediada pela mitocondria pode ocorrer através da via intrinseca
ou da comunicacdo entre as vias extrinseca e intrinseca promovida pela proteina Bid. A
apoptose € iniciada quando proteinas do espago intermembrana mitocondrial, como o
citocromo c, os fatores indutores de apoptose e as pré-caspases, sdao liberadas dessa
organela e vao para o citosol (Liu et al., 1996, Susin et al, 1999, Zhivotovsky et al.,
1999). Essa liberagdo geralmente envolve somente a membrana mitocondrial externa
pela permeabilizagdo causada por proteinas da familia Bcl-2, uma situagdo em que héd a
vantagem de manter a membrana interna integra e portanto, a fosforilagdo oxidativa se
mantém em funcionamento (Crompton, 1999). Contudo, a mitocondria também pode
liberar fatores apoptogé€nicos depois que sua membrana interna for danificada ou
permeabilizada por TPM, levando ao inchamento da matriz e a ruptura da membrana
externa (Green & Reed, 1998). Essa forma de apoptose ocorre quando as células sdo
danificadas de alguma forma que seja capaz de induzir a TPM, e, por isso, é
freqiientemente vista em associacdo com a morte celular por necrose. Sob essas
condicdes, o fator determinante que leva a apoptose ou a necrose serd a capacidade de
manter os niveis fisioldgicos de ATP intracelular (Leist et al., 1997). Portanto, além de

causar necrose, a TPM pode levar a apoptose, uma vez que essas organelas contém
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proteinas envolvidas nesse processo como o citocromo c, fatores indutores de apoptose

e pro-caspases (Liu et al., 1996, Susin et al, 1999, Zhivotovsky et al., 1999).

A decisdo da célula de morrer por necrose ou apoptose ¢ ditada pelo menos
em parte pela abundancia de energia celular armazenada. Enquanto a apoptose requer
uma quantidade minima de ATP intracelular, a necrose é geralmente acompanhada pelo
seu esgotamento total (Nicotera et al., 1998). Assim a necrose pode ser vista como um
tipo de morte acidental, ndo geneticamente determinada e ocorrendo dentro de um curto
periodo ap6s o insulto desencadeante (2-4 h). A aparéncia final das células necréticas é
altamente dependente da gravidade da les@o. As principais caracteristicas da necrose
incluem um ganho de volume da célula (oncose) que leva & ruptura da membrana

plasmatica e desmantelamento desorganizado de organelas inchadas.

A necrose € considerada prejudicial, porque muitas vezes € associada a
perda celular patolégica e por promover inflamacgdo local, o que pode sustentar o
crescimento de tumores (Vakkila et al., 2004). Recentemente os eventos moleculares
que ocorrem durante a morte celular induzida por TNF tem sido investigados em
maiores detalhes, o que tem revelado uma contribui¢c@o da ativacio de caspase e sintese
de proteina para necrose (Kromer & Martin, 2005; Saelens et al., 2005). Essas
observacdes argumentam contra o conceito de que a necrose € uma morte meramente
acidental e sugere que ela pode ser parcialmente determinada pela célula e ndo s6 pelo
estimulo recebido, envolvendo enzimas celulares, o que implica que a necrose € sujeita
a regulacdo. Um estudo recente demonstrou que a quinase PIR (proteina que interage
com receptor), essencial para a ocorréncia de necrose induzida por TNF, pode inibir a
troca ATP/ADP nas membranas mitocondriais através de uma interagdo direta com o
translocador nucleotideo de adenina (ANT), causando disfun¢do mitocondrial e morte
celular (Temkin et al., 2006). Assim as alteragdes mitocondriais podem constituir um

passo limitante da morte celular por necrose.

A autofagia € um fendmeno lento e localizado, no qual partes do citoplasma
sao seqiiestrados em vacuolos de membrana dupla e digeridos por hidrolases
lisossomais, o que pode levar a morte celular ou constituir uma defesa da célula contra
estresses agudos, principalmente os induzidos por privacdo de nutrientes. A catastrofe

mitética representa um tipo de morte celular que ocorre durante a mitose e € resultado
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de uma deficiéncia de pontos de checagem do ciclo celular, principalmente nos pontos

de checagem de danos ao DNA e da formagao do fuso mitético e de danos celulares.

Todos os tipos de morte celular podem ter a participacio mitocondrial
através da permeabilizacio de membrana mitocondrial interna e/ou externa. A
permeabilizacdo da membrana interna € resultado da transicio de permeabilidade
mitocondrial (TPM) enquanto a permeabilizacdo da membrana externa pode ocorrer
como conseqiiéncia da permeabilizacio da membrana interna ou por acdo de proteinas

pré-apoptéticas da familia de proteinas Bcl-2 (Bax, Bid, Bad) (Cory et al, 2003).

A transicdo de permeabilidade mitocondrial (TPM) € caracterizada por
permeabilizacdo ndo-seletiva da membrana interna da mitocondria promovida pelo
estresse oxidativo (acimulo de EROs — espécies reativas de oxigé€nio) e pelo actimulo
do fon Ca*, em um processo estimulado por varios compostos e por vérias condigdes
(Kowaltowski et al., 2001, Gunter et al, 2004). A Figura 5 apresenta os eventos que

culminam em TPM.
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Figura 5- TPM induzida por aumento de Ca** e acimulo de EROs. A cadeia
respiratéria, inserida na membrana mitocondrial interna, gera
constantemente pequenas quantidades de radicais superéxido (O,"). Esses
radicais sdo normalmente removidos pela Mn-superéxido dismutase
(MnSOD), a qual promove a geragdo de H,O,. O H,0, € reduzido a H,O
pelas enzimas glutationa peroxidase (GPx), tiorredoxina peroxidase (TPx) ou
catalase (em mitocOndria de coragdo). A glutationa (GSH), oxidada pela
GPx, e a tiorredoxina (TSH), oxidada pela TPx sdo recuperadas pela
glutationa e pela tiorredoxina redutases (GR e TR), as quais utilizam
NADPH como doador de elétrons. NADH, que estd presente em quantidades
reguladas pela respiracdo, reduz NADP+ usando NADP transidrogenase
(TH). Quando a geracdo de O,  aumenta na presenca de Ca®* e Pi, e/ou
quando os mecanismos de remocdo de H,O, estdo desativados, H,O,
acumula-se em grandes quantidades e na presenca de Fe** gera o radical
hidroxil (OH’) altamente reativo. OH oxida grupos tidlicos (-SH) de
proteinas de membranas especificas levando a abertura do poro. OH’
também pode promover permeabilizacdo da membrana interna através da
peroxidacdo lipidica, um processo fortemente estimulado por Pi

(Kowaltowski et al., 2001).
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O fendmeno da TPM foi primeiramente caracterizado por Hunter e Haworth
no final dos anos 70, quando sugeriu-se ser o resultado da abertura de um poro de
tamanho de aproximadamente 1,5 KDa na membrana mitocondrial interna (Haworth &
Hunter, 1979). Em 1990, Fagian et al. (1990), sugeriram a hipdtese de polimeros
protéicos na membrana mitocondrial interna, via ligacdes S-S, confirmado por
eletroforese em SDS-PAGE de mitoplastos (mitocondrias desprovidas de membrana

externa) expostos a prooxidantes.

Apesar do grande ndmero de investigagdes cientificas, a natureza das
alteracdes de membrana que levam a TPM ainda permanece em debate. Alguns autores
sugerem a participacdo de outras proteinas de membrana externa na formagdo do poro:
VDAC (canal anidnico voltagem dependente), o ANT (translocador de nucleotideos de
adenina) e ciclofilina D (Cy D), um membro da familia das isomerases (Haworth &
Hunter, 1979; Zoratti & Szabo, 1995; Green & Reed, 1998; Woodfield et al. 1998,
Crompton, 1999; Scheffler, 2001). Segundo esses autores essas proteinas interagem
com sitios especificos entre as membranas mitocOndrias externa e interna e formam a
estrutura bdsica do poro de transi¢do de permeabilidade mitocondrial interagindo
possivelmente com outros constituintes, incluindo o receptor benzodiazepinico, bem
como a creatina e adenilato quinases (Zoratti & Szabo, 1995; Crompton et al. 1998;

Green & reed, 1998; Crompton, 1999, 2000; Breckernridge & Xue, 2004).

Resultados pilotos do nosso laboratério (dados ndo publicados), usando-se
mitocOndrias e mitoplastos mostram que a abertura do poro de transicdo de
permeabilidade pode ocorrer sem a participacdo de componentes de membrana externa.
A ciclosporina A (CsA) e o boncrecato (BA) s@o inibidores da abertura do PTP, e
conseqiientemente da TPM (Halestrap et al., 1997 e Halestrap et al., 2003) por se
ligarem a ciclofilina D e ao translocador de nucleotideos de adenina, respectivamente.
Muitas condi¢des que levam a danos mitocondriais com enfraquecimento da funcdo
mitocondrial, como a TPM, causam morte celular por necrose (Kroemer et al, 1998;

Crompton, 1999).
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2-OBJETIVOS
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2.1 - Objetivo geral

Resultados do nosso grupo demonstraram que o tratamento de células de tumor
de préstata (PC-3) por sinvastatina numa concentracio de 60 uM causava morte celular
por necrose decorrente da transicdo de permeabilidade mitocondrial (TPM) (Oliveira et

al., 2008).

Assim, o objetivo desse trabalho foi analisar o efeito protetor de L-carnitina ou

piracetam sobre a morte por necrose de células PC-3 tratadas com sinvastatina.

2.2 - Objetivos especificos

2.2.1 - Avaliar a acdo protetora de L-carnitina ou piracetam na necrose de células

PC-3 causada por sinvastatina.

2.2.2 - Avaliar a acdo protetora de L-carnitina ou piracetam na necrose de células

PC-3 causada por outro indutor de morte celular, o tert-butyl hidroperéxido.

2.2.3 - Analisar o efeito protetor da L-carnitina ou piracetam na funcio
mitocondrial de células PC-3 durante o processo de morte celular causado por
sinvastatina ou tert-butyl hidroperéxido, através do monitoramento do potencial

elétrico de membrana mitocondrial e do consumo de O,.

2.2.4 - Verificar o efeito protetor da L-carnitina ou piracetam na morte celular de

fibroblastos (GN16-P6) e queratinécitos (HaCaT) tratados com sinvastatina.
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3- MATERIAL E METODOS
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3.1- Reagentes

Sinvastatina foi adquirida da empresa Galena Quimica e Farmacéutica Ltda
(Campinas, SP, Brasil). L-carnitina foi obtida da empresa Sigma-Alderich Co. (St.
Louis, MO, USA). Piracetam foi obtido da empresa Biol.ab Farmacéutica (Sao Paulo,
SP, Brasil). Todos os demais reagentes utilizados nesse trabalho foram obtidos das
empresas Sigma-Alderich Co. (St. Louis, MO, USA). Cultilab (Campinas, SP, Brasil) e
Molecular Probes (Eugene, OR, USA). A sinvastatina foi diluida em DMSO e tert-butyl

hidroperéxido, L-carnitina e piracetam foram diluidos em dgua.

3.2- Cultura de células

Células PC-3 foram obtidas da ATCC (American Type Culture Collection). Elas
foram cultivadas em meio RPMI 1640, suplementado com soro fetal bovino (SFB) 10%
e HEPES 10 mM (pH 7,4). A linhagem celular ndo tumorigénica HaCaT, derivada de
queratinécitos humanos foi adquirida da Cell Line Service (CLS, Heidelberg,
Alemanha). A linhagem celular ndo tumorigénica GN16-P6 derivada de fibroblastos foi
obtida através de bidpsia de gengiva normal e gentilmente cedida pelo professor Dr.
Ricardo Della Coletta (Universidade Estadual de Campinas, Piracicaba, Unicamp).
Ambeas as linhagens ndo tumorigéncias foram cultivadas em meio DMEN contendo alta
glicose suplementado com SFB 10%, gentamicina 100 pg/ml, penicilina 100 IU/ml e
estreptomicina 100 mg/ml. Todas as linhagens celulares foram mantidas em estufa a
37 °C e atmosfera de ar com CO, 5%. A confluéncia das células foi mantida menor que

80%.

A viabilidade celular foi avaliada previamente ao preparo dos experimentos e
somente garrafas com células que apresentaram viabilidade acima de 90% foram
utilizadas. A viabilidade e a proliferacdo celular também foram avaliadas durante os
experimentos realizados. Para isso, as células foram tratadas com solugdo de tripsina
0,25% e EDTA 0,03% para se desprenderem das garrafas e amostras dessas células
foram encubadas com azul de trypan 0,1%, contadas em camara de Neubauer e
visualizadas por microscopia de luz. Foram consideradas invidveis as células que
estavam marcadas com azul de trypan ou que apresentavam morfologia apoptdtica

(corpos apoptdticos e shrinkage).
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3.3- Citometria de fluxo

Para os experimentos utilizando a citometria de fluxo, as amostras foram
analisadas no citdometro FACSCalibur System equipado com laser de argdnio e software
CellQuest (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). As populagdes de células foram
analisadas através de suas caracteristicas de reflexdo de luz e analisadas pela intensidade
do sinal fluorescente da sonda utilizada. Dez mil eventos foram adquiridos para cada

amostra.
3.3.1- Avaliacdo de taxas de morte celular

As porcentagens de morte celular apoptética e necrética foram determinadas por
citometria de fluxo, utilizando-se os marcadores anexina V-FITC (AV) e iodeto de
propidio (IP). Depois de serem desprendidas das garrafas com tripsina 0,25% e EDTA
0,03%, apds 24 h de manuten¢do em cultura, a viabilidade celular foi verificada com
azul de trypan 0,1% e 1x10° das células vidveis foram plaqueadas em placas de 60 mm.
Ap6s 24 h, essas células plaqueadas, foram tratadas com sinvastatina ou t-BOOH e L-
carnitina ou piracetam por 2 h. Apds esse periodo, elas foram lavadas com PBS,
desprendidas das placas com tripsina 0,25% e EDTA 0,03%, e ressuspendidas em
tampao de ligacdo (HEPES 10 mM (pH 7,4), NaCl 150 mM, KCI 5 mM, MgCl, | mM e
CaCl, 1,8 mM) contendo AV 1:500. Depois de 20 minutos de incubacdo em
temperatura ambiente acrescentou-se IP 1:50 e as leituras foram realizadas a seguir. A
apoptose € a necrose foram quantificadas como porcentagem de células AV'/IP” e 1P,

respectivamente.

3.4- Determinacao do potencial de membrana mitocondrial

O potencial de membrana mitocondrial (AY¥,,) foi estimado em células
permeabilizadas com digitonina através de alteracdes de fluorescéncia de safranina O,
utilizando-se um espectrofluorimetro (Hitachi, modelo F4500, Tokyo, Japao) operando
nos comprimentos de onda de excitagdo e de emissdo de 495 e 586, respectivamente. O
indicador safranina O se adsorve em membranas de mitocOndrias energizadas, o que
causa alteracdo do seu espectro de fluorescéncia proporcional a amplitude do potencial

até valores de aproximadamente 170-180 mV (Akerman & Wistron, 1976).
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Ap6s 30 min. de tratamento, as células PC-3 foram desprendidas das placas de
60 mm com tripsina 0,25% e EDTA 0,03%, ressuspendidas em meio de reacdo
(sacarose 125 mM, KCl 65 mM (pH 7,2), Na,HPO, 2,5 mM, EGTA 0,33 mM)
contendo a sonda safranina O 5 uM e o substrato respiratério succinato 5 puM, e
permeabilizadas com digitonina 20 uM. Durante os experimentos as amostras foram
mantidas sob constante agitagdo a 37 °C. O proton6foro CCCP 1 uM foi utilizado para
dissipar o AY,, e permitir a comparacio das diferencas de amplitude do AY,, entre as

células controle e as células tratadas.

3.5- Determinacao do consumo de oxigénio

O consumo de oxigénio pelas células foi medido utilizando-se um eletrodo tipo
Clark (Hansatech II Instruments Limited, Norfolk, UK). Ap6s 30 min. de tratamento, as
células PC-3 (10° células) foram desprendidas das placas de 60 mm com tripsina 0,25%
e EDTA 0,03% e adicionadas ao meio de reagdo (descrito no item anterior) 0,5 ml em
uma camara de acrilico fechada equipada com agitador magnético. As células foram
mantidas sob constante agita¢do a 37 °C. Nessa condi¢do experimental, a concentragdo
inicial de oxigénio é de 107,5 nmol (Robinson & Cooper, 1970). As velocidades do
consumo de O, das células permeabilizadas com digitonina 20 uM foram avaliadas apds

a adi¢do de ADP 40 uM e CAT 4 uM.

A fosforilacdo oxidativa foi analisada pelo cédlculo do controle respiratério (CR),
razdo entre as velocidades de consumo de oxigénio nos estados de respiracdo Il e IV,

ou seja, respiracao de fosforilagdo e de repouso, respectivamente.

3.6- Analise Estatistica

Os dados estdo apresentados como média = EPM de 6 experimentos

independentes, exceto para os experimentos de potencial de membrana e respiracdo
celular (n=4). O “n” se refere ao nimero de experimentos realizados com preparacdes

bioldgicas independentes. Comparagdes entre os grupos foram realizadas utilizando
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one-way Analysis of Variance (ANOVA) com andlise pelo pds-teste Kruskal-Wallis.

Considerou-se significativo p < 0,05.
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4- RESULTADOS
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4.1- Testes Dose-Resposta

Inicialmente foram realizados experimentos dose-resposta para avaliar o efeito
protetor da L-carnitina (L-c) e do piracetam (pira) contra a morte de células PC-3
tratadas com sinvastatina (Sin) 60 uM (Oliveira et al., 2008) ou tert-butyl hidroper6xido
(t-BOOH) 500 uM (Degasperi et al., 2008). Para isso, as células foram incubadas na
presenga destes compostos durante duas horas e as andlises foram feitas utilizando
citometria de fluxo. Ambos os compostos causaram efeito protetor em concentracdes
acima de 4 pM. Em concentracdes de 6 uM a L-carnitina inibe 97 % (Fig 6 A) e o
piracetam 82 % (Fig 6 B) da morte celular por necrose induzida por 60 uM de

sinvastatina.
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Figura 6- Protecdo pela L-carnitina ou piracetam contra a morte de células PC-3
induzida por sinvastatina. Curvas dose-resposta de células PC-3 tratadas
com sinvastatina 60 uM e L-carnitina (A) ou sinvastatina 60 uM e

piracetam (B). Os valores representam a média = EPM (n=6). O valor de p

entre grupos distintos estatisticamente é < 0,05.
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O experimento da figura 7 analisou a prote¢do contra morte celular, induzida

pelo tert-butyl hidroperéxido (t-BOOH) 500 uM. Tanto a L-carnitina (Fig 7 A) quanto

o piracetan (Fig 7 B) promoveram uma protecdo dose dependente superior a 90 % na

concentragdo de 6 uM.
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Figura 7- Protecao pela L-carnitina ou piracetam contra a morte de células PC-3

induzida por t-BOOH. Curvas dose-resposta de células PC-3 tratadas com

t-BOOH 500 uM e L-carnitina (A) ou t-BOOH 500 uM e piracetam (B). Os

valores representam média = EPM (n=6). O valor de p entre grupos distintos
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4.2- Ciclosporina A, L-carnitina ou piracetam protegem contra a disfuncao

mitocondrial em células PC-3 causada por sinvastatina ou tert-butyl hidroperoéxido

Com o objetivo de caracterizar a participagdo da TPM no processo de
necrose, as alteracoes de A¥m que ocorrem anteriormente ao inicio da detecgdo de
necrose foram avaliadas. As células PC-3 foram tratadas com sinvastatina (Sin) 60 uM
(Fig 8 A) ou tert-butyl hidroperéxido (t-BOOH) 500 uM (Fig 8 B) na presenga ou
auséncia de CsA, L-carnitina ou piracetam. Apds 30 minutos de incubacdo, as células
foram lavadas e colocadas em meio de reacdo (veja metodologia) na presenca de
safranina O e as alteracdes de fluorescéncia foram monitoradas. A permeabilizacdo da
membrana plasmatica por digitonina permite a entrada de safranina nas células, a qual
se adsorve nas membranas das mitocondrias energizadas diminuindo a quantidade de
fluorescéncia emitida. O carbonil cianeto m-clorofenilhidrazona (CCCP), protonéforo
que leva a elimina¢do de AWm, causa liberacdo da safranina O das mitocOndrias e
permite estimar as diferencas de A¥m ao final dos experimentos. Dessa forma, os
resultados mostram que tanto a sinvastatina quanto o tert-butyl hidroperéxido causaram
diminuicdo significativa no A¥m em células PC-3. Os efeitos da diminuicio no A¥m
foram protegidos por CsA, L-carnitina ou piracetam na mesma faixa de concentracio

que estes compostos inibem a morte celular.
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Figura 8- Efeito protetor da L-carnitina, piracetam e CsA a diminuiciao do AY,, de
células PC-3 causado por sinvastatina ou tert-butyl hidroperdxido.
Células PC-3 (1 x 10° cels/ml) foram tratadas com sinvastatina (Sin 60 pM,
Fig 8 A) ou tert-butyl hidroperdxido (t-BOOH 500 uM, Fig 8 B) por 30 min
na presenca (ou auséncia) de ciclosporina A (CsA, 0,5 uM), L-carnitina (L-c
1 uM, 4 uM ou 6 uM) ou piracetam (Pira 4 uM) como indicado na figura,
lavadas e ressuspendidas em meio de reagdo contendo sacarose 125 mM,
KCI 65 mM (pH 7,2), Na,HPO4 2,5 mM, EGTA 0,33 mM, safranina O 5 uM
e succinato 5 mM. As setas indicam as adi¢des de digitonina (DIG, 20 pM) e
CCCP 1 puM. A figura € representativa de quatro experimentos

independentes.
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Com o objetivo de entender o mecanismo de diminuicdo de AW, nos
experimentos das figuras 8 A e 8 B analisamos o consumo de oxigénio por estas células
incubadas na presenca de sinvastatina (Sin) 60 uM (Tabela 1 A) ou tert-butyl
hidroperdxido (t-BOOH) 500 uM (Tabela 1 B). Os resultados apresentados nas tabelas
1 A e B mostram que tanto sinvastatina quanto tert-butyl hidroperéxido causam
diminuicdo da respira¢do de repouso (estado respiratério III) e de fosforilacdo (estado
respiratorio IV). Nos dois casos a CsA protege contra a inibicao da respira¢do indicando
que esta inibi¢do estd associada a abertura do poro de transi¢cdo de permeabilidade,
condicdo em que o inchamento mitocondrial de grande amplitude causa perda de

citocromo c.
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v4 V3
Grupos (nmol 0,/10° cels/ml/min) (nmolO,/10°cels/mi/min) CR
Controle 2.52+0.38" 449+ 047 1.78+0.85
Sin 60 pM 0.99+0.37 1.31+£0.03 1.32£0.40
Sin + L-C 6 uM 2.60+0.33" 4.49+0.61" 1.72+0.94
Sin + CsA 2.36+0.24" 3.90+£0.42" 1.65 %+ 0.66
B
V4 V3
Grupos (nmol 0,/10° cels/ml/min) (nmolO,/10°cels/ml/min) CR
Controle 3.18 £ 0.49" 4331023 1.36 £0.72
t-BOOH 500 pM 1.41£0.21 1.61£0.29 1.14£0.5
t-BOOH + L-C 6 pM 3.54£0.19° 4.64 £0.09° 1.31+0.28
t-BOOH + CsA 3.78 £0.19 4.59+0.33" 1.21+0.52

Tabela 1- Diminuicdo da respiracao celular sensivel a CsA e L-carnitina no
processo de necrose de células PC-3. Células PC-3 (1x10° cels/ml) foram
tratadas com sinvastatina (Sin, 60 uM, Tab. 1 A) ou tert-butyl hidroperdxido
(t-BOOH, 500 uM, Tab. 1 B) por 30 minutos na presencga (ou auséncia) de
ciclosporina A (CsA, 0,5 pM) ou L-carnitina (6 uM), como indicado na
figura, lavadas e ressuspendidas em meio de reacdo contendo sacarose 125
mM, KCI 65 mM (pH 7,2), Na,HPO, 2,5 mM, EGTA 0,33 mM e succinato
5 mM. Foram feitas adi¢des digitonina 20 uM, ADP 60 uM, CAT 4 uM e
CCCP 1 pM. Os valores da velocidade de respiragdo representam a média

+ EPM (n = 4). CR = controle respiratério. * p < 0.05 em relagdo a sin 60
uM ou t-BOOH 500 uM.
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4.3- Protecao contra a morte celular de fibroblastos (GN16-P6) ou queratinocitos

(HaCaT) por L-carnitina ou piracetam

Para verificar se a protecdo contra morte celular promovida pela L-carnitina ou
piracetam, observada em células tumorais PC-3, se aplicaria a outros modelos celulares,
testamos os efeitos desses compostos em fibroblastos (GN16-P6) e queratindcitos

(HaCaT).

A fim de caracterizar o(s) tipo(s) de morte celular induzido(s) por sinvastatina,
GN16-P6 e HaCaT ap6s 2 horas de tratamento com sinvastatina, foram marcadas com
AV (anexina V), durante 20 min, e IP (iodeto de propidio) imediatamente antes das
leituras para andlise de apoptose e necrose, respectivamente. Foi realizada uma curva
dose-resposta com ambas as linhagens para verificar em que concentragdo havia

aproximadamente 50 % de morte celular (Figs. 9 A e 9 B).

Com fibroblastos (GN16-P6) foram utilizadas concentracdes de sinvastatina de
5 a 60 uM. Verificou-se que 40 uM desse indutor de morte causou 50 % de morte nesse
modelo celular, principalmente por necrose (Fig 9 A). Quando queratindcitos foram
avaliados verificamos a necessidade de doses maiores de sinvastatina (60-140 uM) para
causar morte celular, uma vez que essas células sdo mais resistentes. A partir dos
resultados obtidos, foi escolhida a concentragdo de 100 uM de sinvastatina por causar

65 % de morte celular (Fig 9 B).
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Figura 9 - Morte celular de GN16-P6 e HaCaT por sinvastatina. Curvas dose
resposta de células GN16-P6 (A) e HaCaT (B) tratadas com sinvastatina

durante 2 h. Os valores representam a média = EPM (n=6). O valor de p
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Apdés determinar a concentracdo de sinvastatina que causava
aproximadamente 50 % de morte celular, avaliamos o efeito protetor de L-carnitina ou
piracetam em fibroblastos (Fig 10 A) e queratindcitos (Fig 10 B). Tanto a L-carnitina
quanto o piracetam foram utilizados na concentracdo de 6 uM, uma vez que ja tinha
sido verificada agdo protetora acima de 80 % em células PC-3 nessa concentracdo.
Verificamos que em ambos os modelos, tanto a L-carnitina quanto o piracetam
promoveram prote¢do da morte celular superior a 70 % em fibroblastos e 85 % em

queratindcitos.
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Figura 10- Protecido por L-carnitina ou piracetam contra a morte celular causada
por sinvastatina. As células GN16-P6 (A) e HaCaT (B) foram tratadas com
sinvastatina 40 uM ou 100 uM, respectivamente na presenca de L-carnitina

ou piracetam (6 uM). Os valores representam a média = EPM (n=6). O valor

de p entre grupos distintos estatisticamente € < 0,05.
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5- DISCUSSAO
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As estatinas, inibidoras da 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) redutase,
reduzem as concentracdes de colesterol no sangue através do bloqueio da etapa
limitante da via do mevalonato. Sdo drogas amplamente usadas em pacientes com
hipercolesterolemias para reduzir os riscos cardiovasculares (Shepherd et al., 1995).
Contudo as estatinas ocasionalmente induzem miotoxicidade bem como miopatia e
rabdomidlise, além de ocasionar a morte de alguns tipos celulares (Yasuda et al., 2005;

Itagaki et al., 2009; Oliveira et al., 2008; Sirvent et al., 2008)

A L-carnitina € sintetizada a partir de dois aminoécidos essenciais, a lisina e a
metionina e € transportada para os musculos cardiaco e esquelético depois de ser
produzida no figado e rim. Sua fungio é transportar os dcidos graxos de cadeia longa
para a matriz mitocondrial onde serdo oxidados (Brevetti e Perna, 1992; Visioli et al.,
1992). Ela também ¢é conhecida por sua acdo antioxidante, prevenindo o acimulo dos
produtos finais da oxidagdo de lipideos (Lowitt et al., 1995; Fabriello e Calabrese,
1988). O piracetam, ¢ uma droga nootrdpica, isso €, atua melhorando o desempenho
cognitivo. E usado em muitos paises para tratar disfungdes cognitivas relacionadas 2
idade, injurias cerebrais, bem como deméncia. Seu mecanismo de acdo ainda € alvo de
muitos debates, mas ha evidéncias crescentes de que seu fundamental efeito seja na
melhora da fluidez de membrana celular. (Croisile et al., 1993; Waegemans et al.,
2002). No presente estudo avaliamos as ag¢des protetoras da L-carnitina e do piracetam
contra a morte celular por necrose causada por sinvastatina em células de tumor de

prostata PC-3, fibroblastos (GN16-P6) ou queratindcitos (HaCaT).

A maioria dos estudos in vitro mostram que as estatinas (1-200 uM) causam
morte celular principalmente pelo processo de apoptose (Demierre et al., 2005), a qual
pode ocorrer por mecanismos distintos em tipos celulares diferentes (Hindler et al.,
2006). No trabalho de Oliveira et al., (2008) nosso grupo mostrou que sinvastatina 10
UM causa apoptose em células LNCaP e PC-3, mas que em maiores concentragdes (60
uM) a morte é predominantemente por necrose. Esse efeito de morte por necrose em
células PC-3 observado anteriormente, foi inibido de forma dose-dependente tanto por
L-carnitina como por piracetam, ambos na faixa de concentracio de 1-12 uM (Figs. 6 A
e 6 B). Mostramos também que ambos os compostos, L-carnitina e piracetam, protegem
as mitocondrias de células PC-3 contra a perda de potencial elétrico de membrana

mitocondrial (Figs. 8 A e 8 B) e das quedas nas velocidades de respiracdo (Tabela 1 A e
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1 B). Esses resultados reforcam a hipdtese de que o efeito téxico dessa estatina é
mediado por alteracdo funcional das mitocondrias (Velho et al., 2006; Oliveira et al.,
2008). Como estes efeitos da estatina sobre as mitocOondrias sdo também protegidos por
ciclosporina A, nossos dados comprovam, usando novos protocolos, que tanto L-
carnitina como piracetam sdo protetores da abertura do poro de transicdo de

permeabilidade mitocondrial.

A morte celular causada por sinvastatina na linhagem celular PC-3 concorda
com o trabalho de Ukomadu & Dutta (2003), mostrando que, a sinvastatina bloqueia o
crescimento celular na fase de transicio de G1 para S em linhagens de céincer de
préstata. Esse mesmo efeito foi também observado em linhagens de cancer de mama
(Rao et al., 1998). De uma maneira geral, a parada do ciclo celular, induzida por
sinvastatina, que ocorre na fase G1 parece estar relacionada com a inibi¢éo da sintese de
mevalonato. A deficiéncia deste composto leva a morte celular devido a ndo prenilacio
das proteinas GTPases Ras e Rho. Isso inviabiliza a transdugdo de sinais de varios
receptores de membrana essenciais a transcricdo de genes relacionados a proliferacao
celular (Soma et al., 1992). A literatura também relata a acdo de estatinas em outros
modelos de células tumorais como leucemia, mesotelioma, astrocitoma, cincer cervical,
de cabeca e de pescoco (Rubins et al., 1998; Bouterfa et al., 2000; Dimitroulakos et al.,
2001; Dimitroulakos et al., 2002; Koyuturk et al., 2007), e também em células ndo

tumorais, como fibroblastos e linfoblastos (Yasuda et al., 2005; Itagaki et al., 2009).

Enquanto o presente trabalho mostrou uma agdo protetora da L-carnitina, contra
a morte celular induzida pela sinvastatina em células PC-3, numa faixa de concentracio
de 1-12 uM (Fig. 6 A e 6 B), Pastorino et al. (1993) usaram L-carnitina numa faixa de
concentracdo duas ordens de grandeza superior (2 mM) para proteger culturas de
hepatdcitos contra a morte celular. Estes autores também propuseram que a prote¢do por
L-carnitina era mediada por inibi¢do de abertura do poro de transi¢do de permeabilidade
uma vez que nas mesmas condicdes experimentais os hepatdcitos eram também
protegidos por CsA. Em nossos experimentos as acdes protetoras tanto de L-carnitina
quanto de piracetam foram também testadas em células PC-3 frente a toxicidade
induzida por tert-butyl hidroperéxido (t-BOOH), indutor cldssico de TPM via geracdo
de estresse oxidativo e oxidagdo de tidis protéicos da membrana mitocondrial interna

(Degasperi et al., 2008). Os resultados obtidos com o t-BOOH (Fig. 7 A e 7 B)
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confirmaram a agdo protetora da L-carnitina e do piracetam contra a TPM e a
consequente morte por necrose. A protecdo contra a TPM induzida por t-BOOH

confirma a a¢do antioxidante destes dois compostos.

Os resultados obtidos por Oliveira et. al., (2008) ja indicavam a participacao
da TPM na indugdo de necrose por sinvastatina, na concentracdo de 60 uM, uma vez
que a reducdo de AW, e da respiracdo celular que precedia a morte celular eram
bloqueados por CsA. Essa diminuicdo do AY,, leva a morte celular por impedir a
fosforilacdo oxidativa, que ¢ dependente do acoplamento entre o potencial

eletroquimico transmembrana e a fosforilacdo de ADP (Mitchell, 1961).

Na avaliagdo da disfuncdo mitocondrial, quando as células PC-3 foram
tratadas com sinvastatina ou t-BOOH e L-carnitina, houve protecdo da TPM (Fig. 8 A e
8 B) e das quedas nas velocidades de respiracio tanto de estado III como de estado IV
(Tabela 1 A e 1 B). Tanto o A¥,, quanto e capacidade de respiracdo residuais mostrados
nesses experimentos explicam a ocorréncia de sobrevida de aproximadamente 50 % de
células no periodo de tempo estudado. Como a fosforilagdo oxidativa exige potencial
elétrico superior a 130 mV, podemos concluir que o potencial residual é remanescente
das mitocOndrias das células sobreviventes que ndo perderam a capacidade de

fosforilagdo oxidativa.

A acgdo protetora da L-carnitina contra a disfuncdo mitocondrial ji havia sido
também evidenciada por Furuno et. al. (2001) que mostraram protecdo da L-carnitina na
reducdo da respiragdo e na TPM induzidos por palmitoil Coa, em mitocOndrias de
figado de rato. No trabalho de Oyanagi et al., (2008) foi visto que a L-carnitina protege
contra a TPM causada pelo dcido oléico prevenindo assim a despolarizacdo de
membrana, inibi¢do da respiragdo e liberacio de citocromo ¢ em mitocdndrias isoladas
de figado de rato. A L-carnitina também foi testada em mitocdndrias de figado de rato
tratadas com o hormonio tiredideo T-3. Neste estudo, ela também protegeu contra a
TPM, induzida por esse hormdnio (Kashiwagi et al, 2001). Esses tltimos trés trabalhos
propdem que a L-carnitina protege contra os efeitos do 4cido oléico e do hormonio T-3

por acelerar a 3-oxidagdo, através da regulacdo do metabolismo dos dcidos graxos.

A L-carnitina também apresentou resultados bastante relevantes em células

neuronais expostas a estresse oxidativo. Assim, Virmani et al. (2003), demostraram que
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apos tratamento de ratos com metanfetamina, a L-carnitina reduziu significativamente a
producao de 3- nitrotirosina (3-NT), um marcador de estresse nitrosativo, em estriatum
de ratos adultos machos, por aumentar a producio de dopamina. Outro trabalho também
mostrou que a L-carnitina protege contra a disfun¢éo mitocondrial induzida por acido 3-
nitropropidnico (3-NPA) em ratos machos adultos Sprague-Dawley. E conhecido que o
3-NPA diminui os niveis de ATP neuronal via inibicdo da succinato desidrogenase no
complexo II da cadeia transportadora de elétrons. Os autores acreditam que a L-
carnitina, nesse caso, aumenta o metabolismo mitocondrial e juntamente com a sua
forma acetilada, a acetil L-carnitina, via transferéncia de grupamentos acetil,
desempenham um importante papel modulatério em vias de transdugdo de sinais
neurotransmissores e expressao génica em células neuronais (Binienda, 2003). A
literatura também apresenta trabalhos associando o efeito de protecdo celular exercido
pela L-carnitina a sua acdo antioxidante, uma vez que a mesma ¢é capaz de formar

complexos com o ferro livre impedindo, dessa forma, a peroxidacdo lipidica exercida

pelo 4cido oléico, por exemplo (Giilgin, 2005).

A mesma associacdo que usamos no nosso trabalho, sinvastatina + L-carnitina,
foi também analisada em modelos de miopatias causadas por estatinas (Arduini et al.
2004). Neste estudo, ratos jovens foram tratados com doses miotoxicas de sinvastatina
(210 mg Kg'l), em combinag@o ou ndo com L-carnitina (200 mg Kg'l) . Foi observado
que a L-carnitina impediu a elevacdo das transaminases hepaticas, AST e ALT e reduziu
os niveis plasméticos de creatina quinase. Esses animais tratados com sinvastatina
também foram avaliados em relagdo a capacidade motora. Foi verificado que apds
tratamento com altas doses de sinvastatina, a capacidade dos animais caminharem em
esteiras foi severamente prejudicada, efeito esse revertido significativamente apds

administracio da associacdo, sinvastatina + L-carnitina.

Nos nossos resultados observamos que da mesma forma que a L-carnitina, o
piracetam também protege contra a morte celular induzida tanto por sinvastatina quanto
por t-BOOH (Fig 6 B e 7 B) e que em concentragdo intermedidria (4 uM) protege
parcialmente as células PC-3 da disfuncdo mitocondrial (Fig. 8 A e 8 B) causadas por
ambos os indutores de morte. O exato mecanismo de acdo do piracetam, como citado
anteriormente, ainda é alvo de muitos debates, contudo ha evidéncias crescentes de que

seu efeito fundamental seja na restauracio da fluidez de membrana celular (Winblad,
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2005), regulando assim fungdes de transporte, atividade enzimadtica, secrecdo quimica e

ligacdo a receptores (Crews, 1982; Alberts et al., 1994).

Em um estudo recente, a acdo in vitro e in vivo do piracetam foi avaliada na
disfun¢do mitocondrial seguida de estresse oxidativo (Keil et al. 2008). No trabalho de
Keil et al. (2008) foram avaliadas células PC-12 e células cerebrais de animais tratados
com piracetam em associagdo com nitroprussiato de sédio. Nas concentrac¢des entre 100
e 1000 pM, o tratamento com piracetam melhorou o potencial de membrana
mitocondrial e a producdo de ATP em células PC-12, além de reduzir a atividade de
caspase 9. No tratamento in vivo (100-500 mg/Kg' didrio) também houve melhora
significativa da fungdo mitocondrial, com reducdo da producdo de H,O, e NO em
células cerebrais, principalmente em animais velhos. Os autores sugerem que a ag¢do do
piracetam seja de inibicdo da TPM através de suas propriedades de estabilizacdo de

membrana.

Posteriormente a acdo da sinvastatina foi avaliada em células ndo tumorais,
como fibroblastos (Fig. 9 A) e queratindcitos (Fig. 9 B), uma vez que a literatura
também relata alguns efeitos de estatinas em linhagens celulares ndo transformadas
(Yasuda et al., 2005) . A toxicidade de estatinas em fibroblastos foi avaliada no trabalho
de Itagaki et al., 2009. Neste estudo, fibroblastos (LL.6) foram tratados com pravastatina,
sinvastatina e fluvastatina por 72 h. As estatinas hidrofébicas, sinvastatinas e
fluvastatina, diminuiram a viabilidade celular de maneira dose-dependente e

transferiram a localizacdo de RhoA da membrana celular para o citosol.

Nossos resultados revelaram que de forma semelhante ao que ocorre em células
tumorais a sinvastatina causou morte celular principalmente por necrose, tanto em
fibroblastos (GN16-P6) quanto em queratindcitos (HaCaT) de maneira dose-
dependente. No entanto, na linhagem celular HaCaT foi necessdrio usar concentragdes
maiores de sinvastatina visto que € uma célula mais resistente, por produzir queratina,
que € uma proteina impermedvel e responsavel pela protecao (Bradbury, 1973). Quando
0s compostos L-carnitina ou piracetam foram utilizados associados com a sinvastatina
(Fig. 10 A e 10 B) verificou-se uma protecdo superior a 70 % da morte por necrose em

fibroblastos e queratindcitos.
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Um dos pontos importantes destes resultados é que o efeito toxico das estatinas
sobre as mitocondrias ocorre tanto em células tumorais quanto em células ndo tumorais
numa mesma faixa de concentracio indicando que ndo ha preferéncia das estatinas pelas
mitocOndrias de células tumorais. Isso questiona o conceito contido em dados da
literatura (Rao et al., 1999; Sivaprasad et al., 2006) de que o uso de estatinas tem efeitos
benéficos contra o desenvolvimento de tumores nos usudrios hipercolesterolémicos.
Esses dados da literatura induzem os leitores a acreditar numa agdo preferencial das

estatinas na inducdo de morte de células tumorais.
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6- CONCLUSOES
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** A sinvastatina (60 uM) ou tert-butyl hidroperéxido (500 uM), causam morte
predominantemente por necrose em células PC-3, por processo dependente de

TPM.

/ .. . . ~ . .
%* L-carnitina e piracetam protegem contra a disfun¢do mitocondrial e morte de

células PC-3 induzida tanto por sinvastatina quanto por tert-butyl hidropéroxido.

/ .. . 2 ~ .
%* L-carnitina ou piracetam protegem contra a morte de células ndo tumorais,

fibroblastos (GN16-P6) e queratinécitos (HaCaT).
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