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3 Resumo

As estatinas pertencem ao grupo terapéutico redutor dos
niveis plasmaticos do colesterol, através da inibicdo da enzima
hepatica 3-Hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) redutase.
As estatinas sdo muito usadas no tratamento da hipercolesterolémia
mas, além da sua acgdo de inibicdo da sintese de colesterol, as
estatinas apresentam outras actividades bioldgicas, incluindo um
potencial efeito anti-neoplasico.

Esta pleiotropia atribuivel as estatinas resultaria em parte
da inibicdo da sintese do colesterol e de intermediarios isoprenoides
da via do mevalonato.

Apesar de alguns estudos laboratoriais terem demonstrado
que as estatinas lipofilicas como sinvastatina, tinham a capacidade
de induzir apoptose, reduzir a proliferacdo celular e inibir a
capacidade de metastizacdo duma variedade de linhagens celulares
neoplasicas, incluindo células mamarias, os resultados dos estudos
epidemioldgicos sdo divergentes, ndo sendo possivel, a luz dos
dados experimentais e epidemioldgicos publicados, estabelecer com
nitidez a relagdo risco/beneficio das estatinas com o cancro.

Mais estudos sdo necessarios quer estudos experimentais
quer estudos epidemioldgicos para confirmar e tentar perceber
melhor os potenciais mecanismos anti-cancerigenos das estatinas,
nomeadamente no cancro da mama.

Assim, foi desenhado um estudo experimental totalmente
original que permitisse avaliar o efeito quimiopreventivo e
terapéutico da sinvastatina, uma das estatinas mais utilizada no ser
humano, numa situacdo de cancro da mama de mau progndstico.

Para esse efeito, usamos 40 murganhos fémeas Balb/c e

células da linha celular 4T1 de adenocarcinoma mamario de
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murganho para realizar o nosso estudo. Os murganhos fémeas
foram divididos em quatro grupos, o grupo I (GI), o grupo II (GII),
o grupo III (GIII) e o grupo IV (GIV), sendo que neste Ultimo os
animais ndo foram submetidos a nenhum procedimento
experimental. Nos GI, GII e GIII, foram injectadas células 4T1 no
dorso dos murganhos. No GI e GII, foi realizada uma administracao
de sinvastatina intraperitoneal (25mg/Kg e 50mg/Kg,
respectivamente), 3 vezes por semana durante 6 semanas com
inicio sete dias antes da inoculagdo celular. Os animais do GIII
foram tratados unicamente com soro fisioldgico. Apds este intervalo
de tempo, os murganhos foram sacrificados e o0s tumores
removidos. Foram avaliados a taxa de aparecimento de neoplasias,
o volume das neoplasias, os receptores de estrogénio, a proliferagao
e a apoptose nas células neoplasicas, as trés Uultimas usando
técnicas de imunohistoquimica (IHQ).

Os tumores de GIII apresentaram um volume médio
superior ao dos tumores de GI e GII com uma diferenca
estatisticamente significativa em relagdo ao GI (p=0,011), ndo
tendo sido detectadas diferencas significativas entre os volumes
médios dos tumores de GI e GII. O GIII apresentou igualmente uma
maior taxa de localizagdes secundarias de tumores. No entanto,
apesar da diferenca entre a percentagem de metastases de GI, GII
e GIII ser acentuada, ela ndo apresenta significado estatistico (p =
0,35 e p= 0,62).

A marcacdo para RE foi mais intensa em GII e GI com
diferencas estatisticamente significativas entre GII e GIII (p<
0,005) e, igualmente, entre o GI e GIII (p = 0,004). Os tumores de
GIII apresentaram a maior taxa de marcacdo com PCNA, com
diferencas estatisticamente significativas quando comparamos com
os outros grupos, GI (p<0,005) e GII (p<0,005), demonstrando
que a proliferacdo celular é superior neste grupo. A marcagao para

a Caspase 3, um marcador pré-apoptose, foi mais intensa em GI e



GII, com diferengcas estatisticamente significativas aquando da
comparagdo com o grupo controlo GIII, p<0,005, demonstrando
uma maior reacgao de apoptose nos grupos tratados com
sinvastatina. A marcacdo para o Bcl2, um marcador anti-apoptose,
foi equilibrada entre os trés grupos, ndao havendo diferencas
estatisticamente significativas entre os diferentes grupos.

Os resultados obtidos através deste modelo experimental
sdo concordantes com a existéncia de uma acgdo anti-proliferativa e
pro-apoptose da sinvastatina em células tumorais de cancro da
mama.

As estatinas, nomeadamente a sinvastatina, parecem ser
uma promissora opcdo terapéutica no cancro, nomeadamente no
cancro da mama de mau prognostico, embora sejam necessarios

mais estudos para poder chegar a uma conclusao.
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4.1

4.1.1

4 Introducao

Colesterol e cancro

Perspectivas historicas

A associagdo entre colesterol e cancro ndo é novidade. Ha
mais de um século, Holden Webb sugeriu que o cancro poderia ter a
sua origem na cristalizacdo do colesterol nas células vivas'; cerca
de oito anos depois, foi demonstrada a acumulagdo de colesterol
nas células tumorais®. Com uma surpreendente previdéncia, White?
apontou para uma possivel associagdo entre o colesterol e a
regulagdo da proliferacdo celular. Na segunda metade do ultimo
século, as atengbes centraram-se no potencial papel do colesterol e
dos seus derivados oxidados na carcinogénese em modelos
experimentais animais®.

Nos anos 70, uma melhor compreensao dos mecanismos
de regulacdo da homeostase do colesterol nas células permitiu
relancar o debate como o demonstra esta citagao de Chen et al:

“ Se a sintese de esterdis ¢, sob condicbes normais, necessaria a
proliferacdo celular €, entdo possivel que uma sintese anormal de
esterdis possa levar células normais a uma proliferagdo
descontrolada e consequente status celular de malignidade”.

Desde os anos 70, tem-se evidenciado um interesse
crescente na relagdo entre dieta, colesterol e cancro®. Alguns
estudos iniciais até sugeriram que um nivel plasmatico baixo de
colesterol poderia estar associado a um aumento do risco de
cancro®; no entanto, sabe-se actualmente que esta relacdo podera

ser um efeito e ndo uma causa da doenga tumoral. Outros estudos
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tém sistematicamente demonstrado uma relagdo positiva entre os
niveis plasmaticos do colesterol e alguns tipos de cancro’.

Mais recentemente, uma ligacdo mais evidente entre
colesterol e cancro tem sido sugerida em estudos baseados em

determinados inibidores da sintese do colesterol: as estatinas.

Fisiologia e homeostase do colesterol

O colesterol é um lipido da familia dos esterdis com um
papel central em inimeros processos bioquimicos. O nome tem
origem no grego chole- (bile) e stereos (sélido), e o sufixo quimico
-o/ para um alcool, ja que o colesterol foi identificado pela primeira
vez na sua forma soélida em pedras de vesicula biliar em 1769 pelo
francés Frangois Poulletier de la Salle®.

Os elementos presentes na férmula quimica do colesterol
sdo o carbono, o oxigénio e o hidrogénio. A estrutura quimica do
colesterol contem quatro anéis de carbono A, B, C e D (nlcleos
ciclo-pentano-fenantrénicos). O grupo hidroxilo -OH no carbono 3
(C3) do colesterol pode ser esterificado por um acido gordo,

tornando a molécula totalmente hidrofébica (Quadrol).



10,13-dimetil-17-
(6-metilheptan-2-il)-

Nome quimico  2,3,4,7,8,9,11,12,14,15,16,17-
dodecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-ol

Formula quimica CyH4O

Quadro 1 - Formula quimica do colesterol.

O colesterol encontra-se nas membranas celulares de
todos os tecidos do corpo humano, sendo um componente
fundamental para a formagao e estabilidade membranar. Ele pode
também ser esterificado em cadeias longas de acidos gordos
formando esteres de colesterol, os quais sdo totalmente
hidrofdbicos, ndo fazendo parte da constituicdo das
membranas bioldgicas.

Para além do seu papel importante na formagdo das
membranas celulares, o colesterol também é o precursor metabdlico
de varios metabolitos, tais como os acidos e sais biliares, hormonas

esterdides como o cortisol e a aldosterona nas glandulas supra-
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renais e as hormonas sexuais como a progesterona, os estrégenos e
a testosterona. O colesterol é igualmente importante para o
metabolismo das vitaminas lipossollveis, incluindo as vitaminas A,
D, EeK.

Recentemente, o colesterol tem sido relacionado com
processos de sinalizacdo celular, pelo facto de poder ser um dos
componentes das chamadas "jangadas lipidicas" na membrana
plasmatica.

O colesterol é sintetizado no reticulo endoplasmatico das
células ou derivado da dieta, sendo que neste Ultimo caso ele é
transportado pela via sanguinea pelas lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) e é incorporado pelas células através de endocitose
mediada por receptores LDL em vesiculas cobertas de clatrina na
membrana plasmatica e, entdo, hidrolisado em lisossomas.

O colesterol é sintetizado primariamente da acetil CoA
através da cascata da 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A (HMG-
CoA) redutase em diversas células e tecidos. Cerca de 20 a 25% da
producdo total didria, ou seja, cerca de 1 g/dia, ocorre no figado;
outros locais de maior taxa de sintese incluem os intestinos,
glandulas adrenais e 6rgdos reprodutivos.

As principais etapas da biosintese do colesterol estdo
resumidas na Figura 1, onde se evidenciam algumas das principais
enzimas e produtos intermediarios desta via de biosintese do
colesterol, incluindo a enzima HMG-CoA redutase e os principais
precursores do colesterol como o mevalonato, geranil pirofosfato e
farnesil pirofosfato. Estdo igualmente representados os pontos onde
a biossintese do colesterol pode ser interrompida por alguns
farmacos, nomeadamente as estatinas que, tal como se verifica,

tém a capacidade de inibir a acgdo da HMG-CoA redutase.
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Figura 1 - A via metabdlica da HMG-CoA reductase.
(Fonte: Journals on the web - Drug News Perspect 2002, 15 (2):
85)

Para que seja possivel uma melhor avaliagdo e
compreensao de algumas das recentes ligagdes evidenciadas entre
colesterol e cancro, serd importante conhecer a complexa base
molecular da homeostase do colesterol.

Tal como anteriormente descrito, o colesterol é um
componente fundamental dos organismos eucariotos. Além do seu
papel fundamental de barreira, o colesterol é o precursor de varios
metabolitos e regula igualmente a actividade dos transportadores
membranares, canais de ides, moléculas de sinalizacdo e vesiculas
membranares de transporte formadas durante a endocitose.

No entanto, o excesso de colesterol é toxico e, portanto, a
sua concentracdo celular deverd ser mantida sob um apertado
controlo metabdlico; qualquer alteracdo na homeostase do
colesterol conduz a condigdes patoldgicas tendo como exemplo
major a aterosclerose, com consequentes doengas cardiovasculares,
estando esta relagdo causa-efeito muito bem estabelecida® desde ha

longa data.
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Apesar dos mecanismos reguladores envolvidos na
homeostase do colesterol serem ainda s6 parcialmente
compreendidos, sabemos que a biossintese do colesterol é
controlada  directamente pelos seus niveis no reticulo
endoplasmatico e posterior transducdo dessa informagado através da
expressdo de varios genes'®. O elemento chave envolvido neste
processo de regulagdo da biossintese do colesterol é uma familia de
factores de transcricdo membranares, a proteina de ligacdo ao
elemento de resposta a esterol (SREBP - Sterol Regulatory Element
Binding Proteins).

Uma elevada concentracdo de colesterol na dieta leva a
uma reducdo global na produgdo enddgena, enquanto uma ingestdo
reduzida leva ao efeito oposto. O principal mecanismo regulador &,
entdo, a sensibilidade da SREBP ao colesterol intracelular no reticulo
endoplasmatico. Na presenca do colesterol, a SREBP liga-se a duas
outras proteinas: SCAP (SREBP-cleavage activating protein) e Insig-
1. Quando os niveis de colesterol caem, a Insig-1 dissocia-se do
complexo SREBP-SCAP, permitindo que o complexo migre para o
aparelho de Golgi, onde a SREBP é clivada pela S1P e S2P (site 1/2
protease), duas enzimas que sdo activadas pela SCAP quando os
niveis de colesterol estdo baixos. A SREBP clivada migra, entdo,
para o nucleo e age como um factor de transcricdo, ligando-se ao
elemento regulatério de esterol (SRE - Sterol Regulatory Element)
de diversos genes para estimular a sua transcricdo. Entre os genes
transcritos estdao o receptor LDL, a HMG-CoA redutase e a acido
gordo sintetase (FAS - fatty acid synthase)! que tém como funcdo
aumentar os niveis plasmaticos de colesterol: o receptor LDL capta
o LDL circulante na corrente sanguinea, ao passo que a HMG-CoA
redutase leva a uma produgdo enddgena aumentada de colesterol*?

(Figura 2).



Increased
transcription of
target genes

Nucleus

Figura 2 - A via reguladora da proteina de ligacdo ao elemento de
resposta a esterol - SREBP (Sterol Regulatory Element Binding
Proteins). SCAP: SREBP-Cleavage Activating Protein; S1P e S2P:
site 1/2 protease; SRE: elemento regulador de esterol; ER: reticulo
endoplasmatico.

(Fonte: Cell 1997, 89 (3): 331- 40)

Uma via do SREBP correctamente funcionante é um
elemento necessario para a proliferagdo celular como veremos (pag.
16).12

Este mecanismo foi, em grande parte, devidamente
esclarecido e evidenciado por Michael S. Brown e Joseph L.
Goldstein nos anos 70 tendo sido agraciados com o Prémio Nobel de

Fisiologia / Medicina em 1985."
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As vias SREBP e PI3-K/Akt

Estudos recentes tém evidenciado uma possivel ligagdo

entre o sistema SREBP da homeostase lipidica e a via PI3-K/Akt.
Todas as células eucariotas contém complexas redes de

uma classe de proteinas, proteinas-cinases, que actuam como
“sensores” no controlo e propagacao da informagdao do meio
exterior e na organizagdo do seu proprio sistema, permitindo
manter uma resposta rapida e apropriada as alteracGes a que sdo
sujeitas.

Desde a sua descoberta como um proto-oncogene, em
1991, a Akt, uma proteina-cinase especifica para treoninas/serinas,
também designada como proteina cinase B, tornou-se num dos
focos de maior atencdao devido ao seu papel importante como
regulador em diversos processos celulares, nomeadamente no
crescimento celular, ciclo celular e proliferagao celular, actuando
directa ou indirectamente sobre algumas cascatas activadoras e
inibidoras.*®
Tem igualmente um papel importante na mediagdo da sobrevivéncia
celular, inibindo directamente diferentes sinais pro-apoptoticos
como o Bad e a familia de factores de transcrigdo - “forkhead
family”, ou indirectamente, através da alteracdo de centros
reguladores da morte celular, nomeadamente a p53.*°
E, ainda, um dos mais importantes reguladores da sinalizacdo da
insulina e do metabolismo da glicose, através dos produtos do
proto-oncogene Akt 2. '°

A Akt encontra-se inactiva nas células em repouso,
tornando-se activa apds fosforilagdo. A fosforilagdo da Akt acentua a
proliferacdo das células neopldsicas e metastizagdo, além de
contribuir para a resisténcia aos citostaticos e radioterapia, tendo

um papel primordial no desenvolvimento e progressdo de varios



cancros, ao promover o crescimento celular e evitar que ocorra
apoptose. °

A proteina Akt encontra-se na membrana citoplasmatica e
tem um dominio cinase treoninas/serinas e um dominio PH
(“pleckstrin homology”) no seu terminal amino, constituindo a maior
parte do dominio regular. E activada através de receptores cinase
de tirosinas, integrinas, receptores de células T e células B,
receptores de citosina, proteinas G acopladas a reguladores e outros
estimulos que induzem a acumulacdo de fosfatidilinositol 3,4,5-
trifosfato (PI-3,4,5-P3) que, posteriormente, se une ao terminal PH
da Akt através da fosfatidilinositol 3-cinase (PI3-K). *

A forma activa da Akt proporciona um “sinal de
sobrevivéncia” que protege as células da apoptose. ®* A Akt é
regulada pelo gene Ras, que ao activar esta cascata, contribui para
a formacdo de células malignas e desenvolvimento de cancro. O
dominio PH responde a factores de crescimento, assim como a
forma activa da PI3-K, mediando a translocacao da cinase Akt do
citosol para a membrana plasmatica, como resposta a activacdo da
PI3-K, que por sua vez depende do comportamento das células em
relagdo ao factor de crescimento. *’

Uma vez bem posicionada na membrana, através da sua
ligacdo ao PIP3, a Akt pode, entdo, ser fosforilada pelas suas
cinases activadas, PDK1 (phosphoinositide dependent Kinase 1) e
PDK2 (phosphoinositide dependent Kinase 2) que vao fosforilar a
Akt em dois locais, a treonina 308 e a serina 473, respectivamente.
Outras moléculas podem igualmente actuar como PDK2, tais como a
“integrin-linked Kinase” (ILK) e a “mitogen-activated protein kinase
activated protein kinase-2" (MAPKAPK2). 15

A Akt activada tem, desta forma, a capacidade de activar
ou desactivar a sua miriade de substratos através da sua actividade

cinase (Figura 3).
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Figura 3 - Via de activagao da Akt

(Fonte: www.emdbiosciences.com/htm/cbc/akt.htm).

Como anteriormente referido, varios estudos recentes
revelaram uma ligacdo entre a via PI3-K/Akt e a via SREBP da
homeostase do colesterol. 822

Alguns estudos '¥% usaram inibidores farmacoldgicos da
via PI3-K/Akt e demonstraram uma diminuicdo concomitante da
resposta da via SREBP a factores de crescimento ou insulina. Um
estudo de Zhou et al *° identificou o SREBP como uma molécula
chave da angiogénese em resposta ao factor de crescimento
vascular endotelial (VEGF) e demonstrou que a via PI3-K/Akt tinha
um papel fundamental regulador desta via SREBP, com activacao de
genes promotores, assim como do receptor LDL e FAS. Os genes-
alvo da via SREBP induzidos pela Akt foram identificados em
trabalhos experimentais com microarrays, usando linhas celulares
de células epiteliais humanas com expressdao de Akt activo. Estes

genes identificados incluem FAS, HMG-CoA sintetase e redutase.”



Outro estudo de Du et al ?* evidenciou o papel da via PI3-K/Akt no
metabolismo celular do colesterol através do seu efeito no
mecanismo de transporte do complexo SREBP/SCAP do reticulo
endoplasmatico para o aparelho de Golgi e, por conseguinte, na
activacao do SREBP; a inibicdo da PI3-K ou uma forma dominante
de Akt desactivada interrompe o transporte do complexo
SREBP/SCAP e impede, consequentemente, a activacdo do SREBP
com efeitos a jusante previsiveis como a inibicdo dos genes-alvo da
via SREBP (FAS, HMG-CoA redutase e receptor LDL) e diminuicdo da
sintese de colesterol e acidos gordos.

A relacdo entre as vias SREBP e PI3-K/Akt pode ser
explicada pelo facto da sintese de novas membranas celulares (via
SREBP) ser um pré-requisito absolutamente necessario para o
crescimento e proliferagéo celular (via PI3-K/Akt). 2

A ligacdo entre estas duas vias (SREBP e PI3-K/Akt),
devido a necessidade duma sintese continua de novas membranas
celulares nos processos neopldsicos, torna-se uma perspectiva

aliciante para futuras estratégias terapéuticas.
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Hormonas esteroides e via SREBP

Outros trabalhos #7?¢, estudando a ligacdo entre hormonas
esterdides e via SREBP, permitiram igualmente estabelecer uma
associagdo entre o colesterol e a doenga neoplasica.

Um trabalho de Heemers et al # descreve como o0s
androgénios estimulam a expressdo de genes lipogénicos em células
de cancro da prostata através do aumento da expressao da SCAP.%
Nestas situacBes de hiper-expressdo da SCAP, a proteina de
retengdo Insig fica rapidamente saturada e o excesso da SCAP
transporta a SREBP para o aparelho de Golgi levando a sua
activagdo mesmo na presenca de altos niveis de colesterol.?* Em
outro estudo **, os mesmos investigadores identificaram a presenca
de um elemento de resposta aos androgénios no intrdo 8 do gene
do SCAP permitindo uma activagdo continua da SREBP na presenga
de androgénios. Além disso, este Ultimo estudo evidenciou que o
elemento de resposta aos androgénios do gene SCAP também era
sensivel aos glucocorticoides. Em consequéncia desta Ultima
conclusdo, e a luz de alguns estudos recentes que sugeriram o
papel dos glucocorticéides na resisténcia terapéutica de alguns
cancros solidos, com aumento de crescimento tumoral e
aparecimento de metdastases %, poder-se-ia tirar como ilagdo que
este aumento do crescimento tumoral e aparecimento de
metastases associado aos glucocorticoides seria, em parte, mediado
pela hiper-expressdao da SCAP e, consequente, aumento da sintese

de colesterol e acidos gordos.



4.1.5

A via Hedgehog, colesterol e cancro

A cascata de sinalizagdo de Hedgehog permite, da mesma
forma, estabelecer uma ligacdo entre o colesterol e o cancro.

A via de sinalizagao de Hedgehog, descoberta em 1995 na
drosofila?’, representa um elemento  fundamental no
desenvolvimento embriondrio, com um papel igualmente importante
nos organismos adultos®®. Com efeito, estudos recentes revelaram o
papel desta via de sinalizacdo na regulacdo das células estaminais e
na manutencao e regeneracao dos tecidos adultos, tendo sido
igualmente relacionada com a carcinogénese.”* Existem trés
proteinas Hedgehog (Hh)- proteinas de sinalizagdo intercelular, nos
mamiferos: Indian hedgehog (Ihh), Desert hedgehog (Dhh) e Sonic
hedgehog (Shh), sendo este dultimo o ligando mais bem
caracterizado nos mamiferos.

A cascata de sinalizagdo de Hedgehog inicia-se com um
complexo receptor transmembranar formado por duas moléculas, o
Patched (Ptch), o receptor propriamente dito, e uma segunda
proteina, o Smothened (Smo); este Ultimo é inibido pelo Ptch
quando este se apresenta isoladamente. Mas quando ocorre uma
interaccdo entre um ligando e o Ptch, este bloqueio desaparece e a
proteina Smo interage com uma cascata de sinalizagdo que resulta
na activacdo de factores de transcricdo da familia Glucagon-like
immunoreactive factor (Glil, Gli2 e Gli3), com consequente
transcricdo de genes alvo da via Hedgehog como os genes Myc,
ciclinas D e E, componentes da via do Epidermal Growth Factor
(EGF) e da angiogénese, como o Platelet-derived Growth Factor
(PDGF) ou o Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF).3"32

O colesterol tem varias ligacbes com esta via de

sinalizagdo Hedgehog.
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Em primeiro lugar, as proteinas Hedgehog tém ligacbes covalentes
com o colesterol, nomeadamente a proteina Shh que se vai ligar, no
dominio carboxilo do seu N-terminal, a uma molécula de colesterol.

Em segundo lugar, os 12 dominios transmembranares do receptor
Ptch incluem cinco dominios transmembranares sensiveis aos
esterois, como ja foi observado anteriormente no caso de outras
proteinas que participam no metabolismo do colesterol,
nomeadamente a proteina SCAP.*

3436 mostraram, através da

Finalmente, varios estudos
utilizacdo de inibidores da biossintese do colesterol, que defeitos
enzimaticos nos Ultimos passos desta via com consequente
diminuicdo dos niveis do colesterol, estavam associados a anomalias
da via de sinalizacdo de Hedgehog; assim, nestes estudos, o
colesterol aparece como um elemento necessario ao bom
funcionamento da via de Hedgehog. O colesterol vai provavelmente
permitir uma alteracdo conformacional do receptor Ptch, através
dos seus 5 dominios transmembranares sensiveis aos esterdis,
permitindo a subsequente activacdo do Smo iniciando, desta forma,
a cascata de sinalizacdo de Hedgehog.3*3¢

Como acontece com outras vias envolvidas no
desenvolvimento, uma actividade inapropriada da via de sinalizacao
de Hedgehog pode ser carcinogénica.”” Esta via Hedgehog encontra-
se alterada em cerca de 20-25% dos cancros humanos, parecendo
desempenhar, numa grande maioria, um papel causal.® O melhor
exemplo é o caso do carcinoma das células basais, um resultado
infelizmente comum da exposicao solar com danificacdo das duas
copias do gene Ptch pela luz ultravioleta.*®
Um estudo recente *° mostrou que as moléculas PI3-K e Akt eram
essenciais para a via de sinalizacdo da proteina Sonic Hedgehog;
considerando a ligacao anteriormente descrita entre as vias Akt e

SREBP, isto permitiria estabelecer outra ligacdo, embora indirecta,

entre o colesterol e o cancro. A figura 4 propde um modelo onde as



trés vias (SREBP, PI3-K/Akt e Hedgehog) estdo interligadas e
podem estar envolvidas na iniciacdo e desenvolvimento do processo

neoplasico.*

Figura 4 - Vias de sinalizagdo envolvendo o colesterol que podem
convergir para carcinogénese.
(Fonte: Clinical and Experimental Pharmacology and Physiology

2007; 34: 135-41).

No entanto, um estudo recente de Bijlman et al ** sugeriu
que nao seria o colesterol per se o factor essencial na actividade da
via de sinalizagdo de Hedgehog, mas outro metabolito da via do
mevalonato, um dos principais precursores do colesterol. A vitamina
D3 é formada pela acgdo da luz ultravioleta na molécula 7-

dehidrocolesterol, um precursor imediato do colesterol e este
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esterol encontra-se muito aumentado na doenga genética -
Sindroma de Smith-Lemli-Opitz (SLOS). Esta sindroma,
caracterizada por anomalias do desenvolvimento, é causada pela
deficiéncia de 7-dehidrocolesterol redutase que catalisa a
transformacao do 7-dehidrocolesterol em colesterol (Figura 1).
Nesse estudo de Bijiman et al ** foi demonstrado que a
vitamina D3 podia ligar-se e inibir a proteina Smothened (Smo) e,
subsequentemente, a cascata de sinalizacdo de Hedgehog. Assim,
na sindroma SLOS, a acumulagdo de 7-dehidrocolesterol e o
aumento da producao de vitamina D3 proporcionam uma explicacao
alternativa para o desenvolvimento das anomalias observadas nesta
sindroma, ndo parecendo estar associado somente a um baixo nivel
de colesterol. Este papel da vitamina D3 permite uma nova
abordagem da ligacdo colesterol e via de Hedgehog e aponta para

um caminho de investigagcdo combinando vitamina D3 e cancro.®



4.1.6

Colesterol e ciclo celular

A regulagdo do ciclo celular desempenha um papel
fundamental no desenvolvimento dos tumores associados a via de
Hedgehog. ** O ciclo celular € o conjunto de processos pelo qual
passam todas as células, incluindo as células neoplasicas, para
poderem proliferar. Um estudo de Fernandez et al *°, utilizando
inibidores com capacidade de bloquear a sintese do colesterol
abaixo do seu precursor mevalonato, evidenciou a necessidade da
presenca de colesterol para a transicdo da fase G2-M do ciclo
celular. Noutro estudo de Suarez et al *° foi demonstrado que o
grupo 3B-hidroxilo e a dupla ligagdo em C5 da estrutura dos
esterdis eram necessarios para a proliferacdo celular e progressao
do ciclo celular.

Estes estudos conduzem a novas perspectivas na interaccao

colesterol - cancro.
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“Jangada lipidica” e cancro

A membrana plasmatica é formada por lipidos, proteinas e
glicoproteinas com uma disposicdo em bicamada de fosfolipidos com
a insergdo de outras moléculas (proteinas, agUcares, colesterol) na
sua estrutura. A membrana plasmatica permite uma permeabilidade
selectiva controlando, desta forma, a entrada e a saida de
moléculas e ides. Cerca de 70% das proteinas que a compdem sdo
qualificadas como intrinsecas, ficando solidamente aderentes a sua
estrutura. As proteinas extrinsecas (30% das proteinas
membranosas) estdo fracamente ligadas a superficie da membrana
plasmatica por forgas electrostaticas, deslocando-se intensamente
no mosaico-fluido que caracteriza a membrana plasmatica e que é o
modelo tedrico, actualmente aceite para a estrutura da membrana,
proposto por Singer e Nicholson em 1972.* Este modelo foi
evoluindo na ultima década com a inclusdo das “jangadas lipidicas”
(lipid rafts) que sdo micro-dominios ricos em colesterol e
esfingolipidos que fornecem uma plataforma para as proteinas de
sinalizacdo celular; além disso, estas “jangadas” ndo sdo estaticas,
estes dominios podem difundir-se mais ou menos livremente
através da membrana plasmatica, considerada como um liquido
tridimensional, e levar com elas os componentes proteicos que

estdo naquela zona.*® (Figura 5).
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Figura 5 - A organizacdo das “jangadas lipidicas”. A: espaco

intracelular ou citosol; B: espaco extracelular ou limen das
vesiculas/aparelho de Golgi; 1: membrana sem “jangadas” (non-
raft membrane); 2: “jangada lipidica”; 3: “jangada lipidica”
associada a proteina transmembranar; 4: proteina membranar sem
“jangada” (non-raft membrane protein); 5: modificacOes de
glucosilagdo; 6: proteina numa ancora de glicosilfosfatidilinositol
(GPI anchor protein); 7: colesterol; 8: glicolipido.

(Fonte: cellbiology.med.unsw.edu.au/.../lecture0803.htm)

As “jangadas lipidicas”, ao integrarem a proteina caveolina
1 na sua estrutura, formam invaginacbes designadas de cavéolas
(caveolae); a caveolina 1 liga-se especificamente ao colesterol na
membrana plasmatica.*® Varios estudos °°° tém atribuido a
caveolina 1 um papel na carcinogénese. Num estudo de Williams et
al®, a ablagdo genética do gene da caveolina 1 atrasou o
desenvolvimento de cancro da préstata num modelo experimental
animal TRAMP (Transgenic Adenocarcinoma of the Mouse Prostate).
Curiosamente em estudos realizados em células de cancro da
mama, foi mostrado que a inactivacdo do gene da caveolina 1,
exclusivamente encontrado em células de cancro da mama com
receptores de estrogénio positivos, promovia alteracdoes pré-
malignas.® Estes dados sugerem que as vias sensiveis ao colesterol

podem actuar de forma diferente consoante o tecido-alvo.
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Além disso, num estudo de referéncia de Zhuang et al ** que usou
células negativas para caveolina 1, foi demonstrado que alteracées
dependentes do colesterol, a nivel das “jangadas lipidicas” das
células tumorais, podiam alterar os mecanismos de transducao
celulares, independentemente das caveolinas. Os autores
mostraram que o aumento dos niveis circulantes de colesterol num
modelo de xenoenxerto de cancro da préstata humano em
murganhos SCID (Severe Combined Immunodeficiency), estava
associado a promocdao do crescimento e sobrevivéncia tumoral,
tendo atribuido este efeito ao aumento da activacdo da via PI3-
K/Akt pelas “jangadas lipidicas” ricas em colesterol. Um estudo mais
recente®® mostrou que os niveis de colesterol nos micro-dominios
das “jangadas lipidicas” regulavam a apoptose das células de cancro
da prostata através da via de sinalizagdo/transducdo Akt; neste
estudo, as células tumorais tratadas com 2-hidroxiprofil-beta-
ciclodextrina (HPCD), para esgotar o colesterol membranar,
apresentavam uma taxa de apoptose maior através da inibicdo da
via Akt.
Este papel do colesterol a nivel das “jangadas lipidicas” na
regulacdo de vias de sinalizacao celular e, consequentemente, na
carcinogénese, foi, igualmente, evidenciado em células de cancro da
mama.54_56

Outro estudo®” evidenciou que as “jangadas lipidicas” ricas
em colesterol podiam ser potenciais locais de sinalizagdo celular
hormonal ndo gendmica, nomeadamente no cancro da prdéstata,
através de receptores nucleares para androgénios com activacao da
sua funcdo ndo gendmica, interagindo com outras proteinas de
transducdo de sinal no citoplasma. Outras moléculas foram
igualmente apontadas a nivel das “jangadas lipidicas” como
moléculas de sinalizagdo chave, nomeadamente o receptor do factor
de crescimento epidermal (EGFR),*® considerado como um

prometedor alvo terapéutico na patologia neoplasica.> Além disso, o



receptor Patched da proteina Hedgehog foi associado a proteina
caveolina 1 nas “jangadas lipidicas” ricas em colesterol das
membranas plasmaticas.®

Assim, todas as estratégias terapéuticas visando a
diminuicdo do nivel de colesterol, nomeadamente as estatinas -
inibidores da HMG-CoA redutase, podem eventualmente ser
consideradas estratégias quimiopreventivas e/ou quimioterapéuticas
através da interrupcdo da sinalizacdo mediada pelas “jangadas

lipidicas” nas células tumorais.>?
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Estatinas

4.2.1 Farmacologia e pleomorfismo das estatinas

As estatinas, inibidoras da 3-Hidroxi-3-metilglutaril-
coenzima A (HMG-CoA) redutase, pertencem ao grupo terapéutico
redutor dos niveis plasmaticos do colesterol, inibindo a enzima
hepatica HMG-CoA redutase - principal enzima limitadora da sintese
de colesterol — permitindo, desta forma, uma diminuicdo importante
das concentracdes de colesterol.®’ As estatinas sdo muito usadas no
tratamento da hipercolesterolemia plasmatica, tendo-se verificado,
ao longo da Ultima década, um aumento significativo na sua
utilizagéo clinina.®?

Existem cerca de 8 membros conhecidos da familia das estatinas
com diferentes graus de hidrofobia, desde estatinas muito
hidrofébicas como cerivastatina, lovastatina e sinvastatina até
estatinas parcialmente hidrofébicas como rosuvastatina. &

O metabolismo das estatinas é exclusivamente hepatico, a maioria
sendo metabolizada através do citocromo P450 (lovastatina,
sinvastatina, atorvastatina), tornando-as mais sensiveis a alguns
farmacos que interferem com o citocromo P450.% As estatinas s&o
consideradas agentes seguros, com efeitos secundarios adversos
raros como miopatia, rabdomidlise e consequente insuficiéncia
renal. Este risco aumenta com a dose prescrita e com algumas
interaccdes medicamentosas (papel do citocromo P450); uma
elevacdo das enzimas hepaticas pode ocorrer nas primeiras
semanas da sua utilizagdo mas é totalmente reversivel com a
paragem do tratamento. %

As estatinas tém uma estrutura esterdide similar a HMG-
CoA e competem com esta ultima pela ligagdo com a HMG-CoA

redutase, tendo, as estatinas, uma maior afinidade com a enzima,



resultando numa inibicdo directa da biosintese do colesterol®

(Figura 6).
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Figura 6 - Estrutura do HMG-CoA e dos principais inibidores do
HMG-CoA.
(Fonte: Trends in Endocrinology and Metabolism 2003; 19 (4): 87)

As estatinas tém também a capacidade de diminuir as HDL
(High Density Lipoproteins) e os triglicéridos, aumentar a expressao
dos receptores das LDL (Low Density Lipoproteins) nos hepatdcitos,
diminuindo os niveis plasmaticos desta lipoproteina®® e,
consequentemente, diminuir a progressdao da aterosclerose e a
incidéncia de episddios cardiovasculares nos doentes com doenca

coronaria.%%°
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Fora a sua accdo de inibicdo da sintese de colesterol, as
estatinas apresentam outras actividades bioldgicas; este
pleomorfismo das estatinas é responsavel pelos outros beneficios
destes farmacos.”

As estatinas apresentam uma acgdo anti-inflamatoria®>”?
melhorarando a funcdo endotelial com estabilizagdo da placa
aterosclerdtica; este efeito é independente da capacidade de
diminuicdo dos niveis de colesterol.” Estes farmacos podem, entdo,
ser usados na prevencdo primaria e secundaria de doencas
vasculares como enfarte do miocardio e AVC em doentes de alto
risco.”

As estatinas demonstraram induzir diversas respostas
clinicas quando administradas ao ser humano. Estas accbes
incluem, entre outras, efeitos benéficos na insuficiéncia cardiaca
ndo isquémica,’ efeitos antihipertensores,” reducdo do risco de
varias formas de deméncia,’® efeito antitrombodtico’” e diminuigdo da
proteinlria e da progressdo da insuficiéncia renal.”®

Outra propriedade muito interessante das estatinas é o
seu potencial efeito anti-neoplasico; varios estudos laboratoriais
demonstraram que as estatinas tinham a capacidade de induzir
apoptose, reduzir a proliferacdo celular através de interferéncia
eficaz com o ciclo celular e inibir a capacidade de metastizacao
duma grande variedade de linhagens celulares neoplasicas,

nomeadamente células mamarias’®®,



4.2.2 Estatinas e cancro

As estatinas apresentaram, em varios estudos in vitro e in
vivo, efeitos polimorficos importantes em varias etapas da
carcinogénese como proliferacdo e sobrevivéncia celular,
angiogénese e migracao celular.?>%

Os mecanismos pelos quais as estatinas actuam para obter
estes efeitos anti-neoplasicos permanecem, ainda, parcialmente
desconhecidos.

Como referido no capitulo anterior, a inibicdo da sintese de
colesterol com a consequente reducdo dos seus niveis plasmaticos
pode explicar parte destas acgdes anti-cancerigenas através do seu
papel preponderante na estrutura e funcdo da membrana
plasmatica, nalgumas vias importantes de sinalizacdo, quer
gendmicas quer ndo gendémicas, e no ciclo celular.

No entanto, alguns precursores do colesterol cuja sintese

também fica inibida pelas estatinas (Figura 1) demonstraram ter um
papel importante neste pleomorfismo das estatinas, nomeadamente
os isoprendides da via do mevalonato.
Um estudo in vitro com os precursores das estatinas, compactina e
mevinolina, permitiu concluir que a inibicdo da sintese de colesterol
induzia uma diminuicdo do crescimento celular, enquanto o
suplemento de mevalonato tinha a capacidade de reverter esse
efeito inibitdrio, contrariamente a adicdo de colesterol que se
revelou ineficaz. Estes dados constituiram a primeira evidéncia
cientifica de que, para além do colesterol, outros produtos derivados
da via do mevalonato estariam implicados no controlo do
crescimento celular®.

Assim esta pleiotropia atribuivel as estatinas resultaria em
parte da inibicdo da sintese de intermediarios isoprenoides da via do
mevalonato (e da biossintese do colesterol), em particular o farnesil

pirofosfato e o geranilgeranil pirofosfato. Os isoprenoides participam
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na modificacdo pods-transducdo de um conjunto de proteinas
intracelulares que, ao intervirem na transducdo de sinal, afectam,
por exemplo, a regulacdo do crescimento e diferenciacdao celular, a
expressao genética, o ordenamento do citoesqueleto, a mortalidade
celular, o transporte proteico e lipidico, o transporte nuclear e a
defesa do hospedeiro.®®

Estas propriedades anti-proliferativas e pro-apoptéticas in
vitro e in vivo poderdo ter relevantes implicacGes clinicas quer na
prevencdo, quer no tratamento de algumas patologias neoplasicas;
consequentemente, varios estudos epidemioldgicos, estudos
observacionais e ensaios clinicos com distribuicdo aleatéria foram
realizados, infelizmente, com resultados divergentes.®*

A maioria destes estudos iniciais nao avaliou o risco de
cancro como um primeiro resultado das estatinas mas em segunda
analise, no contexto da avaliacdo da eficacia destas substancias na
reducdo da mortalidade e morbilidade cardiovascular.

Meta-anadlises recentemente publicadas analisaram os
dados de varios ensaios clinicos com distribuicdo aleatéria, com o
objectivo de avaliar a associacdo entre estatinas e o risco global >4
de cancro ou risco especifico para determinado cancro °>°,

O risco relativo (RR) para a incidéncia global de cancro varia nos
varios estudos de 0,5 a 1,8, com os valores extremos provenientes
de estudos com uma populacdo com menos de 500 doentes.
Quando o risco combinado para todos os cancros é avaliado,
nenhuma associacdo estatisticamente significativa foi encontrada
em nenhuma das meta-andlises mais recentes com RR de 0,99
(95% de intervalo de confianca = 0,94-1,04) ** e RR de 1,02 (0,97-
1,07). 2

Embora os ensaios clinicos com distribuicdo aleatdéria sejam
considerados como o “gold standard” para estabelecer uma relacao
de causalidade, a associacao entre estatinas e cancro ndao pode ser

considerada uma questdo encerrada. Com efeito, apesar da riqueza



das evidéncias fornecidas pelos ensaios clinicos com distribuicdo
aleatdria, estes estudos, citados anteriormente, apresentam um
follow-up muito curto impedindo de tirar conclusdes definitivas
sobre a relacdo entre as estatinas e o risco de cancro. Outra
preocupacao a ter, antes de tirar conclusdes destes ensaios clinicos
com distribuicdo aleatdria, € a obrigatoriedade de critérios de
inclusdo muito restritos, limitando a generalizagdo dos dados
encontrados para uma populacdo mais tipica.®

Dadas as limitacbes dos ensaios clinicos com distribuicdo
aleatdria para avaliar o papel das estatinas na carcinogénese, os
estudos observacionais aparecem como alternativas para aumentar
0 nosso conhecimento dessa relagao.
Alguns dos maiores estudos observacionais mostraram uma
diminuicdo da incidéncia global de cancro associada ao uso de

estatinas na ordem de 14% a 36% 1%

, por vezes, com redugdes
ainda maiores para determinado tipo de cancro'®®'%: redugdo de
65% do risco de cancro da prostata (0,19-0,63); reducdo de 51%
do risco de cancro da mama (0,38-0,62); reducdao de 47% do risco
de cancro colo-rectal (0,38-0,74). No entanto, alguns estudos
observacionais mostraram, pelo contrario, que ndo havia nenhuma
associacao significativa entre estatinas e cancro, e, até, mesmo em
alguns estudos, foi evidenciado um aumento da incidéncia de cancro

105198 Todavia, uma meta-andlise de

associado a estes farmacos
vinte estudos observacionais tipo caso-controlo, publicada
recentemente, revelou uma associagdo estatisticamente significativa
entre o uso de estatinas e a reducdo da incidéncia global de
cancro®®,

Estas discrepancias podem ser devidas a algumas

199 Primeiro, existe sempre

limitagcdes destes estudos observacionais
a probabilidade de ma caracterizacdo da exposicdo aos farmacos
(estatinas) devido a falhas na fiabilidade dos dados colhidos na

histéria clinica dos participantes dos estudos. No entanto, o auto-
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relatério da histéoria farmacoldgica, apesar de imperfeito, € um
método razoavel para o estudo de farmacos, nomeadamente das
estatinas que sdao uma medicagdo cronica facilmente lembrada.
Além disso, existe também nestes estudos, um grande potencial de
variaveis de confusdo devido ao estilo de vida; com efeito, factores
como baixa actividade fisica, obesidade, dieta rica em gorduras
saturadas, tendem a agrupar-se e podem estar, igualmente,
associados ao uso de estatinas e risco de ocorréncia de cancro.
Concluindo, a luz dos dados epidemioldgicos publicados, a
relacdo risco/beneficio das estatinas em relagdo ao cancro ndo esta
clara. No entanto, as limitacGes desses estudos epidemioldgicos,
referidas anteriormente, e as fortes evidéncias nos estudos in vitro
e in vivo a favor dum papel protector das estatinas, s6 apontam
para a necessidade de mais estudos, quer estudos in vitro e in vivo
para melhor compreensdo dos potenciais mecanismos bioldgicos das
estatinas a nivel da carcinogénese, quer estudos epidemioldgicos
desenhados especificamente para avaliar o efeito das estatinas na
incidéncia de cancro, com uma populagdo com uma amostra

adequada e um “follow-up” suficientemente longo.



4.3

Cancro da Mama

O cancro da mama é a segunda causa de morte em
mulheres americanas desde 1987. Em cada ano 29% de novos
cancros e 16% das mortes por cancro em mulheres americanas sao
por cancro da mama. A sua incidéncia aumenta com a idade,
verificando-se uma ligeira diminuicdo a partir dos 60 anos. Nos
Estados Unidos, segundo dados de 2002, uma em cada oito
mulheres tem a probabilidade de desenvolver cancro da mama
durante a sua vida e uma probabilidade de 3,6% de morrer dessa
doenga. A incidéncia do cancro da mama tem aumentado
gradualmente ao longo dos ultimos 25 anos a escala mundial®°.
Parte desse aumento tem sido atribuido a deteccdo mais precoce de
pequenos tumores, relacionada com campanhas de esclarecimento
e consciencializacdo do problema e, ainda, aos progressos do
equipamento de mamografia que tém permitido melhor resolugdo,
levando a diagnodstico de tumores de pequenas dimensées (inferior
a 2 cm). Internacionalmente ha paises com taxas de cancro da
mama diferentes dos Estados Unidos. No Japdo a incidéncia global
deste cancro é um quinto da descrita e os paises subdesenvolvidos
também tém taxas especificas por idade inferiores as dos Estados
Unidos. Em alguns paises desenvolvidos, como Suécia e Reino
Unido, as taxas de incidéncia e mortalidade deixaram de aumentar
e poderdo estar a diminuir. As mulheres afro-americanas tém piores
taxas de sobrevivéncia e menos doenca localizada do que as
mulheres caucasianas''®. Nestas mulheres as taxas de mamografias
de rastreio sdo inferiores levando a que, embora a taxa de
incidéncia para este cancro seja menor, a taxa de mortalidade seja,
contudo, maior.

Em Portugal a incidéncia de cancro da mama varia um
pouco com as regides, tendo-se contabilizado um total de 18265

casos de cancro da mama de 2001 a 2006, com cerca de cinco mil

49



50

novos casos por ano; em 2006, houve 4309 novos casos de cancro
da mama em Portugal e 1542 doentes morreram nesse ano vitimas
desse cancro ', A perspectiva epidemioldgica internacional e
nacional, para o cancro da mama continua a justificar o
investimento na abordagem cuidadosa do problema,
nomeadamente na prevencao e tratamento eficaz.

As estratégias para diminuir a incidéncia e a taxa de
mortalidade do cancro da mama devem passar pela prevencao
primaria, quimioprevencao, rastreio eficaz (prevencdo secundaria) e
progressos terapéuticos (prevencdo terciaria). Assim, a detecgdo
cada vez mais precoce de lesGes malignas de cancro da mama
devido aos progressos na area da Imagiologia, nomeadamente com
a mamografia e mais recentemante, com o mamadgrafo digital, e a
instituicdo de programas de rastreio como o Rastreio Nacional do
Cancro da Mama, permitem um diagnostico numa fase cada vez
mais precoce e, consequentemente, um melhor progndstico. Com
efeito, varios estudos!**!> demonstraram que o diagndstico de uma
lesdo de menor volume e menor estadio estava associado a um
melhor prognodstico e que lesGes ndo palpaveis apresentavam mais
frequentemente um menor tamanho e grau histoldgico.

Em relagdo a prevencao terciaria, varios progressos foram atingidos
nestas Ultimas décadas, nomeadamente com a evolugdo da
radioterapia permitindo uma diminuicdo do risco de recidiva local de
cerca de 60% apds cirurgia conservadora ou mastectomia,

traduzindo-se por um beneficio na sobrevida global a longo prazo!'®

117 e, tornando o tratamento conservador do cancro da mama, uma
realidade valida para as formas precoces e unifocais, acessiveis a
uma cirurgia conservadora com exérese completa do tumor e
resultados estéticos aceitaveis!'®., O aparecimento de novos agentes
como as antraciclinas, a vinorelbina e os taxanos permitiu obter
melhores resultados na sobrevivéncia global e intervalo livre de
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doenca , quer quando usados na quimioterapia adjuvante com o



objectivo de lutar precocemente contra a disseminagdo metastatica,
quer quando usados na quimioterapia neo-adjuvante com os
principais objectivos de diminuir o risco elevado de metastases nos
casos de cancro da mama localmente avancado e, em todos os
estadios de cancro da mama, de conseguir uma cirurgia
conservadora posteriormente, quando esta ndo era possivel
inicialmente. A grande revolugdo a nivel da hormonoterapia
adjuvante foi o aparecimento dos inibidores da aromatase (IA),
nomeadamente o anastrazol e o letrozol, no tratamento adjuvante
do cancro da mama com receptores de estrogéneos positivos na
mulher pods-menopausica, num esquema sequencial com o

tamoxifeno ou isolado durante cinco anos'#,

Outro progresso no
tratamento do cancro da mama foi o desenvolvimento do
transtuzumab, anticorpo monoclonal anti- HER 2, que associado a
quimioterapia nos casos de cancro da mama HER 2 positivo,
permitiu uma diminuigdo do risco relativo de recidiva em 50%%%.
Apesar destes progressos enumerados anteriormente,
pouco se tem conseguido em relagdo a prevengdo primaria e
quimioprevencao.
Um esforco tem sido desenvolvido na tentativa de uma melhor
compreensado entre incidéncia de cancro da mama e estilo de vida,
nomedamente a alimentacdo; a proteccdo do cancro da mama em
modelos experimentais pode ser simulada, por exemplo, pela
administracdo de uma combinacdo de micronutrientes
antioxidantes, evitando os tumores de pior progndstico'®,

124 0 Unico farmaco aprovado para

Em relacdo a quimioprevencao
este fim é o tamoxifeno, que tem sido prescrito, durante 5 anos, a
mulheres de risco nos EUA. Na Unido Europeia, o tamoxifeno nao foi
aprovado para prevengdo porque existem alguns riscos associados
(risco tromboembdlico e cancro do endométrio), embora pouco
frequentes. Recentemente outro farmaco, o raloxifeno demonstrou

a mesma eficacia que o tamoxifeno na prevencdao do cancro da
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mama e, embora ndo tenha risco de cancro uterino, mantém alguns
efeitos secundarios vasculares. Outros estudos que testem outros
farmacos, sdo necessarios, com o objectivo de encontrar uma
prevencdo primaria mais eficaz e com menos efeitos secundarios
que o tamoxifeno e o raloxifeno, por exemplo o estudo IBIS II que
avalia a eficacia quimiopreventiva do anastrazol nas mulheres pds-
menopausicas de alto risco para cancro da mama®®,

Assim, uma melhor informacdo e conhecimento sobre
factores de risco, potenciais novos alvos terapéuticos e potenciais
novos farmacos, como as estatinas, podem levar a um consequente
melhor prognostico para as mulheres em risco ou afectadas pelo
cancro da mama.

Embora os estudos epidemioldgicos sejam contraditérios,
como referido anteriormente, alguns estudos in vitro e in vivo
confirmaram as propriedades anti- proliferativas e pré-apoptose das
estatinas em linhas celulares de cancro de mama’®®'. No entanto os
mecanismos mantém-se ndo totalmente esclarecidos e sao
necessarios mais estudos, tanto experimentais, como
epidemioldgicos, para poder considerar as estatinas como uma real

opgao terapéutica no cancro, nomeadamente no cancro da mama.



4.4

Modelos experimentais

O rato tem sido usado como modelo ideal nos estudos
acerca dos mecanismos envolvidos na carcinogénese do cancro da
mama, nomeadamente para investigar o papel protector de alguns
farmacos. Primeiro, temos muita informacdo acerca da
carcinogénese da glandula mamaria do rato. Segundo, ha muitas
semelhangas entre as glandulas mamarias e os adenocarcinomas do
rato e humanos, nomeadamente no que se refere a histologia e
carcinogénese ',

Tanto a radiagdo como varios quimicos sdo carcinogénios
potentes capazes de induzir tumores mamarios em ratos fémeas.
Destes, os mais frequentemente usados s3ao o 7,12-
dimetilbenzantraceno (DMBA) '** e a metilnitrosoureia (MNU) %,
Embora haja diferencas ligeiras entre as estirpes, os tumores
mamarios podem ser induzidos em varias estirpes de ratos inbreed
ou outbreed, tais como os ratos Sprague-Dawley (NSD) e os
Wistar-Furth (WF).

Na maioria destes modelos experimentais de cancro da
mama, os ratos ndo apresentam metastases durante os 3 a 6
meses de duracdo do estudo, com excepcdo de alguns estudos que
relataram metastases mais precoces em ratos esplenectomizados
previamente a indugdo carcinogénica ¥, No entanto, podemos
induzir no animal uma neoplasia mamaria e metastases mais
rapidamente usando um modelo experimental tipo xenoenxerto,
com injeccdo directa de células tumorais mamarias de origem
humana, ou aloenxerto, com injeccdo directa de células tumorais
mamarias de rato/murganho, como no modelo experimental de
cancro da mama com células 4T1. Estas células tumorais mamarias
de murganho, 4T1, sdo células pouco imunogénicas com
caracteristicas de crescimento, invasdo e metastizacdo semelhantes

as células tumorais da glandula mamaria humana no estadio IV. As
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células 4T1, apds duas semanas de inoculacdo, tém uma grande
capacidade de invasdao e metastizacdo para o pulmao, figado,
ganglios linfaticos, osso e cérebro. Em estudos experimentais, tém
sido utilizadas para avaliar o efeito anti-tumoral de alguns
farmacos, uma vez que estas células permitem a identificacdo e
avaliacdo de eventos celulares e moleculares existentes na
interaccdo célula-farmaco, o que é da maior relevancia clinica para
0s humanos 3132,

Ha varios mecanismos que podem prevenir a formacdo de
um tumor, nomeadamente a supressdo da carcinogénese ou o
bloqueio da fase de promogao tumoral. A proteccdo do cancro da
mama em modelos experimentais pode ser simulada, por exemplo,
pela administracdo de uma combinacdo de micronutrientes
antioxidantes, inibindo o desenvolvimento de tumores de pior
progndstico'®. A administragdo de alguns farmacos pode, também,
permitir a prevencdo da carcinogénese mamaria nomeadamente a
administracdo das estatinas, como vimos anteriormente. A
sinvastatina, uma das estatinas mais comercializadas tanto nos
Estados Unidos como na Europa, difere da lovastatina pela presenca
de um grupo metilo adicional na cadeia, tornando-a mais potente®*?
(Figura 6).

Os modelos experimentais usando a inoculacdo directa de
células tumorais nos animais, modelos xenoenxerto ou aloenxerto,
sdo avaliados através do estudo em murganhos, nomeadamente
murganhos imunodeprimidos (Balb/c) permitindo um
desenvolvimento mais eficaz e rapido dos cancros e respectivas
metastases, sendo um modelo excelente para o estudo de
potenciais farmacos quimiopreventivos ou terapéuticos e

respectivos mecanismos de acgao.



OBJECTIVOS DO ESTUDO
EXPERIMENTAL
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5 Objectivos do estudo experimental

Tendo em conta as bases tedricas da tematica abordada e
as divergéncias nos varios estudos epidemioldgicos, ficou clara a
necessidade de realizar mais estudos, tanto epidemioldgicos, como
experimentais, para melhor compreensdo e avaliagdo dos potenciais
mecanismos anti-cancerigenos das estatinas, nomeadamente no
cancro da mama, e respectiva aplicabilidade pratica.

Desta forma, o objectivo deste estudo foi desenvolver um
modelo experimental que permitisse avaliar o efeito anti-
metastatico da sinvastatina, uma das estatinas mais utilizada em
terapéutica humana, numa situacdo de cancro da mama de mau

progndstico.
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MATERIAL E METODOS

59



60



6.1

6 Material e métodos

O estudo experimental decorreu no Instituto de Patologia
Experimental da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra
e no Laboratério de Farmacologia da Faculdade de Medicina
Dentaria da Universidade do Porto. As orientacGes referidas pela
Portaria n® 1005/92 de 23 de Outubro e pela Portaria n® 1131/97
de 7 de Novembro foram integralmente respeitadas, e todos os
procedimentos relacionados com a manipulagdo de animais foram
aprovados pela Direccdo Geral de Veterinaria (Divisdo de Bem-Estar

Animal).

Material

Animais e manutencédo:

Para a realizacdo do presente estudo foram utilizados 40
murganhos fémeas imunodeficientes da estirpe Balb/c com 6
semanas de vida. Os murganhos foram expostos as suas novas
condigdes ambientais uma semana antes do inicio do estudo
experimental. Foram mantidos 5 murganhos por caixa de plastico
transparente, sob condigdes de temperatura e humidade
constantes, ciclos de 12 horas escuro/luz, e em condicdes de
esterilidade e assepsia ideais; foram-lhes fornecidas comida

autoclavada e agua ad libitum.

Linha celular e manutencédo:

As células tumorais mamarias de murganho 4T1
(Promochem - CRL-2539) foram cultivadas em monocamada, em

meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Médium) com
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10% de soro fetal bovino, 100ug/mL de penicilina e 100pg/mL de
estreptomicina e foram mantidas numa incubadora humidificada a

37°C e com 5% de CO; na atmosfera.

Farmaco e anticorpos:

O cloreto de sddio de sinvastatina foi usado no estudo in
vivo e foi fornecido pelo Laboratério da Merck Sharp & Dohme. As
solugdes de cloreto de sédio de sinvastatina foram armazenadas por
congelagao a -20°cC.

Foram utilizados varios anticorpos para as técnicas de
imunohistoquimica: avaliacdo dos Receptores de Estrogénio - RE
(Imgenex - IMG 80333); avaliacao da proliferagdo celular, o PCNA
(Dako - U 7032); avaliacdo da apoptose, o Bcl-2 (Imgenex - IMG
5688), o Bax (Imgenex - IMG 5684) e a Caspase 3 (Imgenex - IMG
144A).

Procedimentos experimentais

Foi avaliado o efeito anti-carcinogénico e anti-metastatico
da sinvastatina num modelo in vivo usando murganhos

imunodeprimidos Balb/c inoculados com células 4T1.

As células 4T1 (10* células) foram injectadas por via sub-
cutanea no dorso de 30 murganhos BALB/c (grupo I, II e III) com 8
semanas de vida. No dia da injeccdo das células, as mesmas foram
submetidas a acgdo de 2 ml de uma solugdo de tripsina-EDTA a
0,25%, durante 2 minutos, para se destacarem do frasco, e
ressuspensas num volume conhecido de meio de cultura. Apds a
contagem das células usando um hemocitémetro, calculou-se o

volume de meio de cultura que era necessario retirar da suspensao



mde de forma a obtermos 10* células. A porgdo retirada foi
centrifugada e ressuspensa em 50ul de soro fisioldgico e colocada
no canhdo da agulha com o auxilio de uma micropipeta. A seringa
foi entdo, adaptada e as células injectadas no dorso dos murganhos
Balb/c.
Os 40 murganhos foram divididos em quatro grupos de 10
murganhos cada, de forma aleatodria.
Para avaliar o efeito quimiopreventivo da sinvastatina,
iniciou-se o tratamento com sinvastatina ou cloreto de sédio simples
7 dias antes da inoculagdo das células tumorais 4T1 (murganhos
com 7 semanas de vida) e para avaliar o efeito anti-metastatico,
manteve-se a administracdo durante 6 semanas (Figura 7):
. Grupo I (GI): 10 murganhos tratados com 25mg/Kg de
sinvastatina intraperitoneal, 3 vezes por semana durante 6 semanas;
iniciou-se 7 dias antes da inoculacao celular.
. Grupo II (GII): 10 murganhos tratados com 50mg/Kg de
sinvastatina intraperitoneal, 3 vezes por semana durante 6 semanas;
iniciou-se 7 dias antes da inoculacao celular.
. Grupo III, grupo de controlo (GIII): 10 murganhos ndo tratados
com sinvastatina, mas submetidos a injeccdo intraperitoneal, 3 vezes por
semana durante 6 semanas de cloreto de sddio; inicia-se 7 dias antes da
inoculagdo celular.
. Grupo IV (GIV): 10 murganhos sem inoculacdo celular nem
injeccdo intraperitoneal com sinvastatina ou soro fisioldgico.
O peso dos murganhos foi avaliado semanalmente de
forma a poder adequar correctamente as doses de sinvastatina

administradas.

63



64

Injeccao das
Injeccao de células 4T1 Sacrificio
sinvastatina (GI e (GI,GIle (todos os
GII) ou SF GIII) grupos)
| | | [ |
I I I I
Injecgdo de
7 8 9 sinvastatina (GI e 14
GII) ou SF

Figura 7 - Esquema do procedimento experimental.

Foi avaliado o estado geral, o comportamento e o peso dos
animais semanalmente. O aparecimento de tumores era
inspeccionado, por observacdo e palpacdo, igualmente com
frequéncia semanal, desde as 8 semanas até as 14 semanas. As 14
semanas de vida, todos os murganhos foram sacrificados por
deslocamento cervical e realizou-se a necropsia completa. A
presenca de todos os nddulos tumorais foi confirmada na necrépsia.
Os tumores foram posteriormente medidos, tendo o seu volume

sido calculado mediante a férmula:

V = (a2 * b)/2,

onde V é o volume do tumor, a o maior eixo e b o menor

eixo.

Apds colheita, os tumores foram fixados numa solugdo de
formol tamponado, incluidos em parafina, cortados e os fragmentos
foram colocados sobre ldminas, onde posteriormente foram

submetidos a técnica de coloragdo base com solugdo de




hematoxilina-eosina e a técnicas de imunohistoquimica com
anticorpos primarios que marcavam RE, PCNA, Bax, Caspase 3 e
Bcl-2 tendo sido usados como controlos positivos um tumor com
marcacao conhecida para os trés primeiros marcadores e amigdala
para a Caspase 3. Foi utilizado o Envision+ System-HRP (DAB), da
Dako, que é uma técnica de marcagdo realizada em duas etapas.
Como kits de marcacao foram utilizados os K4010 e K4012 (Dako),
conforme os anticorpos primarios fossem de coelho ou de
murganho, respectivamente. Posteriormente, foi calculada a relagao
entre células marcadas e células ndo marcadas dos tumores e a
taxa de marcacdo positiva, apdés terem sido seleccionados,
aleatoriamente e de forma cega, varios campos de ampliagdo das
ldaminas correspondentes aos tumores (H9) dos trés grupos em
estudo.

A analise estatistica dos resultados obtidos foi realizada
através da utilizacdo do programa informatico SPSS, tendo-nos
servido do teste de Levene, teste de Mann-Whitney-U, na presenca
de heterogeneidade de varidncias, e teste de t-Student, na
presenca de homogeneidade de varidncias, para avaliacdo das
diferengas, entre os diferentes grupos, nos volumes dos tumores e
a intensidade de marcagdo com o0s varios marcadores de
imunohistoquimica: RE, marcador de proliferacdao celular (PCNA) e
marcadores de apoptose (Bax, Caspase 3 e Bcl-2). O teste de
Fischer foi utilizado para comparagao entre os diferentes grupos da
percentagem de tumores desenvolvidos.

Para avaliar possiveis patologias concomitantes ou
localizagbes tumorais secundarias, foram retirados as glandulas
mamarias, os ovarios, o Utero, o coracdo, os rins, os pulmdes, o
figado, o baco, o eséfago, o coélon, o esterno e o fémur. Todos os
orgdos foram pesados e analisados macroscopicamente, antes de
terem sido fixados em formol tamponado, processados segundo o

procedimento descrito e corados com uma solugdo de hematoxilina-
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eosina. Em seguida, foram analisados microscopicamente. Os pesos
dos o6rgaos foram depois correlacionados com os pesos dos
murganhos respectivos em cada grupo, pelo calculo do coeficiente
de Pearson r. Além disso, os quocientes peso do 6rgdo/peso do
murganho foram comparados entre grupos usando o teste de Mann-

Whitney-U.



RESULTADOS

67



68



7 Resultados

Dos 40 murganhos utilizados, dois foram eliminados do
estudo experimental, por morte prematura dos animais, ndo tendo
sido possivel realizar necrépsia nestes dois casos. Desta forma, os
10 murganhos dos grupos I e IV e apenas 9 murganhos dos grupos
Il e III reuniram as condigbes para poderem ser considerados nos

resultados, correspondendo a um rendimento de indugdo de 95%.

Rendimento = n° animais no final / n® de animais no inicio = 38/40

= 0,95

Os pesos, avaliados semanalmente, correspondiam, no
final do estudo experimental, em média + desvio -padrdo, a 21,75
+ 1,95g, 22,14 = 1,54g, 24,29 * 1,33g e 23,16 £ 0,93g nos
grupos I, II, III, e IV, respectivamente. Verificaram-se diferengas
estatisticamente significativas comparando os pesos dos grupos I e

IT com o grupo III (Tabela 1).
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Grupos Peso médio (g) | Significancia estatistica
Comparados -p

GI 21,75 p = 0,005
GIII 24,29

GII 22,14 p= 0,006
GIII 24,29

GI 21,75 p=0,63
GII 22,14

GIII 24,29 p = 0,04
GIV 23,16

GI 21,75 p = 0,05
GIV 23,16

GII 22,14 p = 0,09
GIV 23,16

Tabela 1 - Estudo comparativo entre os diferentes grupos em
relacdo a média do peso dos murganhos, no final do estudo
experimental, usando o teste de t- Student, com célculo da

significancia estatistica (p).
GI - injeccdo de células e tratamento com sinvastatina 25mg/Kg;
GII - injeccdo de células e tratamento com sinvastatina 50mg/Kg;
GIII - injeccdo de células e soro fisioldgico; GIV - sem injeccdo de

células nem tratamento com sinvastatina ou soro fisioldgico.

Em GI e GIII, surgiram tumores em todos os murganhos
(100%), enquanto que em GII surgiram em 7 murganhos (77,8%).
Como era de esperar, nenhum tumor apareceu em GIV. Nos
murganhos em que surgiram tumores, estes eram Unicos e

localizados no local do aloenxerto. (Figuras 8-12)




Embora a diferenca na taxa de incidéncia de tumores entre GI, GII
e GIII ser acentuada, ela ndo apresenta significado estatistico (p =
0,21, utilizando o teste de Fischer), provavelmente porque a
amostra ndo é suficientemente elevada.

Foram detectadas localizagGes secundarias de tumores em
alguns 6rgaos analisados macro e microscopicamente:

» Em GIII: 4 murganhos apresentaram metastizacdo a distancia -
44,4% (2 com localizacBes secundarias no figado, 1 no pulmdo e 1
no figado e pulmao)

» Em GII: 2 murganhos apresentaram metastizacdo a distancia -
22,2% (2 com localizagdes secundarias no pulmao)

» Em GI: 2 murganhos apresentaram metastizacdo a distancia -
20% (2 com localizagGes secundarias no pulmao)

Apesar da diferenca entre a percentagem de metastases em GI, GII
e GIII ser acentuada, ela ndo apresenta significado estatistico (p =
0,35 quando comparamos GII e GIII e p = 0,62 quando
comparamos GI e GIII, utilizando o teste de Fischer),
provavelmente porque a amostra ndo é suficientemente elevada
(Figura 13).

Por outro lado, tendo sido considerado para o calculo
somente os ratinhos com tumores, o volume médio dos tumores
(VMT) em cada grupo era 222,5mm? % 168,3mm? (GI), 227,6mm?
+ 416mm? (GII) e 555,7mm?® + 361,7mm?® (GIII). Apenas a
diferenca entre o grupo III e o grupo I tem significado estatistico

(p=0,011), utilizando o teste de Mann-Whitney-U (Tabela 2).
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Grupos comparados

Volume médio

dos tumores

Significancia

estatistica - p

(mm?)
GI 222,5 p = 0,011
GIII 555,7
GII 227,6 p= 0,093
GIII 555,7
GI 222,5 p=0,972
GII 227,6

Tabela 2 - Estudo comparativo entre os diferentes grupos em

relagdo ao volume médio dos tumores usando o teste de Mann-

Whitney U ou t-Student, com célculo da significancia estatistica (p).

GI - injecgdo de células e tratamento com sinvastatina 25mg/Kg;

GII - injeccdo de células e tratamento com sinvastatina 50mg/Kg;

GIII - injeccdo de células e soro fisioldgico.

Figura 8 - Aspecto macroscopico de tumor do grupo I




Figura 9 - Aspecto macroscopico de tumor do grupo III

Figura 10 — Tumor do grupo I. Coloracdo com solugao de

hematoxilina-eosina
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Figura 11 — Tumor do grupo II. Coloragao com solugao de

hematoxilina-eosina

Figura 12 — Tumor do grupo III. Coloragao com solugao de

hematoxilina-eosina




Figura 13 - Murganho do grupo III em decubito dorsal apds incisdo
mediana expondo a cavidade abdominal com metastizacdo hepatica

e espenomedgalia.

Ao analisarmos o coeficiente de Pearson r relativo as
relacbes entre os pesos dos O6rgdos e os pesos dos murganhos
verificamos que ndo ha diferengas estatisticamente significativas
entre os varios grupos. Existe uma boa correlacdo entre o peso do
figado (r=0,78) e do utero (r=0,78) e o peso dos murganhos no GI,
a qual desaparece nos restantes grupos, sobretudo no GIV.

Quando comparados os quocientes peso médio do 6rgdo/peso do
murganho, usando o teste de Mann-Whitney-U, ndao foram nunca

encontradas diferencas estatisticamente significativas. (Tabela 3).
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Figado | Baco | Pulmdo | Rim | Ovario| Utero | Coracdo

GI r=0,78 | r=0,59 r=0,31 r=0,39 | r=0,58 | r=0,78 r=0,41
p=0,56 | p=0,36 | p=0,87 p=0,56 | p=0,67 | p=0,21 p=0,62
GII r=0,64 | r=0,42 r=0,32 r=-0,24 | r=0,67 | r=0,32 r=0,69
p=0,63 | p=0,31 | p=0,35 p=0,48 | p=0,72 | p=0,56 p=0,19
GIII r=0,31 | r=-0,13 | r=0,07 r=0,52 | r=0,36 | r=-0,36 | r=0,34
p=0,36 | p=0, p=0,23 p=0,77 | p=0,32 | p=0,17 p=0,16
GIV | r=0,34 | r=0,03 r=-0,34 r=-0,11 | r=0,14 | r=-0,31 | r=-0,13
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Tabela 3 - Relagdo entre os pesos dos 6rgaos e os pesos dos
murganhos através do calculo do coeficiente de Pearson r e a
significancia estatistica (p) da diferenca entre os grupos dos
quocientes peso do 6rgao/peso do murganho usando o teste de
Mann-Whitney-U, considerando os quatro grupos estudados (GI,

GII, GIII e GIV).

Em relagdo ao estudo imuno-histoquimico dos varios
marcadores utilizados, foi calculada a média de marcacdo positiva,
bem como o desvio-padrao, erro-padrao e intervalo de confianca de
95%, apds a avaliacdo da relacdo entre marcacdao positiva e
marcacao negativa nas laminas dos tumores dos diferentes grupos.

A marcacao para os RE e marcadores de apoptose (Bax,
Caspase 3 e Bcl2) foi de fraca intensidade nos trés grupos
avaliados, inferior a 10 %, apesar da positividade verificada nas
ldaminas controlo relativas a cada marcador (Tabela 4-7 e Figuras
14-23). Os resultados obtidos da marcagao para Bax ndo foram
considerados devido a marcacdo de muito fraca intensidade nos trés

grupos avaliados, inferior a 2%.




A marcagdo para PCNA foi de maior intensidade nos trés
grupos, com alto indice proliferativo no grupo III (cerca de 64%).
(Tabela 8 e Figuras 24-26).

Quando comparadas as médias de marcacdo positiva para
0os varios marcadores avaliados (RE, Caspase 3, Bcl2 e PCNA),
usando o teste de t-Student ou o teste de Mann-Whitney U, foram
encontradas diferencas estatisticamente significativas entre os

diferentes grupos excepto para Bcl2 (Tabela 9).

Média DP EP IC 95%
GI 0,079 0,128 0,02 0,059-0,099
GII 0,113 0,126 0,023 0,091-0,137
GIII 0,015 0,024 0,004 0,011-0,019
Tabela 4 - Média da marcagao positiva para receptores estrogénios
(RE) nos trés grupos de estudo com célculo do desvio-padrao (DP),
erro-padrdo (EP) e intervalo de confianga de 95% (IC 95%).
Média DP EP IC 95%
GI 0,015 0,013 0,002 0,013-0,017
GII 0,024 0,022 0,007 0,031-0,018
GIII 0,002 0,003 0,0006 0,002-0,003

Tabela 5 - Média da marcacgao positiva para o marcador de
apoptose Bax nos trés grupos de estudo com calculo do desvio-
padrao (DP), erro-padrdao (EP) e intervalo de confianga de 95% (IC
95%).
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Média DP EP IC 95%

GI 0,072 0,015 0,003 0,069-0,075
GII 0,087 0,024 0,004 0,083-0,091
GIII 0,029 0,015 0,003 0,026-0,032

Tabela 6 - Média da marcagdo positiva para o marcador de
apoptose Caspase 3 nos trés grupos de estudo com calculo do
desvio-padrao (DP), erro-padrao (EP) e intervalo de confianga de

95% (IC 95%).

Média DP EP IC 95%
GI 0,153 0,068 0,012 0,14-0,165
GII 0,118 0,063 0,011 0,107-0,129
GIII 0,126 0,067 0,013 0,12-0,139

Tabela 7 — Média da marcagdo positiva para o marcador de
apoptose Bcl2 nos trés grupos de estudo com calculo do desvio-

padrao (DP), erro-padrao (EP) e intervalo de confianga de 95% (IC

95%).
Média DP EP IC 95%
GI 0,125 0,178 0,032 0,097-0,161
GII 0,053 0,113 0,02 0,035-0,075
GIII 0,637 0,112 0,02 0,62-0,66

Tabela 8 — Média da marcagao positiva para o marcador de
proliferacdo celular PCNA nos trés grupos de estudo com calculo do
desvio-padrdo (DP), erro-padrao (EP) e intervalo de confianca de

95% (IC 95%).
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Grupos RE Bax Caspase3 Bcl2 PCNA
comparados
GI / GIII p=0,004 - p<0,005 p=0,25 p<0,005
GII / GIII p<0,005 - p<0,005 p=0,31 p<0,005
GI / GII p=0,26 - p=0,005 p=0,05 p=0,108

Tabela 9 - Avaliacdo da significancia estatistica (p) aquando da

comparagdo entre os trés grupos em estudo em relagdo a média da

marcacdo positiva, para os varios marcadores avaliados por imuno-

histoquimica, usando o teste de Mann-Whitney U ou t-Student.

GI - injecgdo de células e tratamento com sinvastatina 25mg/Kg;

GII - injecgdo de células e tratamento com sinvastatina 50mg/Kg;

GIII - injecgdo de células e soro fisioldgico.
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— Tumor de GI. Marcagdo por imuno-histoquimica dos RE

Figura 14

Tumor de GII. Marcagdo por imuno-histoquimica dos RE

Figura 15
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Figura 16 — Tumor de GIII. Marcagdo por imuno-histoquimica dos

RE
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Figura 17 - Tumor de GI. Marcagdo por imuno-histoquimica da

Caspase 3

Figura 18 — Tumor de GI. Marcagdo por imuno-histoquimica do

Bcl2



Figura 19 - Tumor de GII. Marcagdo por imuno-histoquimica da

Caspase 3

Figura 20 - Tumor do GII. Marcagdo por imuno-histoquimica do

Bcl2
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Figura 21 - Tumor de GIII. Marcagdo por imuno-histoquimica da

Caspase 3

-histoquimica do Bcl2

a0 por imuno

Tumor de GIII. Marcaga

Figura 22
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Figura 23 —Marcagdo por imuno-histoquimica do Bax. Tumor de GI.
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25 - Tumor de GII. Marcacdo por imuno-histoquimica do
PCNA
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Figura 26 — Tumor de GIII. Marcagdo por imuno-histoquimica do PCNA
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DISCUSSAO
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8 Discussao

Os efeitos polimorficos das estatinas, inibidoras da HMG-

CoA redutase, a nivel da carcinogénese, actuando na proliferacdo e
sobrevivéncia celulares, angiogénese e migracdao celular, foram
evidenciados, como referido anteriormente, em varios estudos in
vitro e in vivo. 8%
Estas acgGes anti-neoplasicas atribuiveis as estatinas resultariam da
inibicdo da sintese de colesterol, que constitui um elemento
preponderante na estrutura e fungdo da membrana plasmatica e
nalgumas vias importantes de sinalizacao, assim como, da inibicao
da sintese de intermedidrios isoprenoides da via do mevalonato,
que participam na modificagdo pos-transdugdo de um conjunto de
importantes proteinas intracelulares®.

No entanto, existem divergéncias nos varios dados
epidemioldégicos publicados, ndo sendo possivel obter uma
conclusdo clara sobre o verdadeiro potencial anti-neoplasico das
estatinas, nomeadamente em relagdo ao cancro da mama’®®,

Novos estudos, tanto epidemioldgicos, como experimentais
serdo necessarios para confirmar e tentar estabelecer uma
explicacdo cientifica para estas consideragGes sobre esses potenciais
mecanismos anti-cancerigenos das estatinas, nomeadamente no
cancro da mama.

Tendo em conta estas consideragdes, elabordmos um
estudo experimental com o objectivo de avaliar o efeito
quimiopreventivo e anti-metastatico da sinvastatina no contexto de
cancro da mama de mau prognostico.

Para esse efeito, usdmos um modelo experimental tipo aloenxerto
com injecgdo directa de células tumorais mamarias de murganho,

4T1, cujas caracteristicas de crescimento, invasdo e metastizacdo
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se assemelham as propriedades das células tumorais da glandula
mamaria humana no estadio IV.

Foram definidos quatro grupos, grupo I e II com inoculacdo de
células 4T1 e tratados com sinvastatina em doses de 25mg/Kg e
50mg/Kg, respectivamente, grupo III com inoculagdo de células 4T1
e tratados com soro fisioldgico e grupo IV sem inoculacdo celular
nem tratamento.

Avaliando a resposta clinica dos diferentes grupos,
evidenciou-se uma menor incidéncia de tumores em GII com 77,8%
enquanto que GI e GIII apresentavam 100% de incidéncia; uma
maior taxa de metastizacdo foi demonstrada em GIII com 44,4%
(GI e GII apresentavam 20% e 22,2%, respectivamente) embora a
diferenca ndo apresentasse significado estatistico, quer na
incidéncia dos tumores (p = 0,21), quer na taxa de metastizacdo (p
= 0,35 e p = 0,62), provavelmente devido ao tamanho reduzido da
amostra. O volume médio dos tumores (VMT) apresentou-se
claramente superior em GIII em relacao a GI e GII, tratados com
sinvastatina com uma diferenca estatisticamente significativa entre
o GI e GIII. Estes dados estdo a favor de uma acgdo anti-neoplasica
e anti-metastatica da sinvastatina neste modelo experimental.

Na avaliagdo dos tumores por técnicas de imuno-
histoquimica, foram utilizados um marcador para os RE, um
marcador de proliferacdo, o PCNA, e marcadores de apoptose, o
Bax, a Caspase 3 e o Bcl2.

A marcagdo para receptores RE foi de fraca intensidade
nos trés grupos avaliados. As células 4T1 utilizadas neste estudo
ndo secretam RE, explicando essa fraca marcagdo; no entanto,
alguns estudos '3**!3° demonstraram a acgdo anti-neoplasica da
sinvastatina quer em células com RE positivos, quer em células com
RE negativos. Num estudo recente de Song et al *®, a sinvastatina
evidenciou a capacidade de induzir a secrecdao de RE em células

estaminais da medula 6ssea, podendo-se colocar a hipotese duma



possivel estimulacdo da secrecdao de RE nas células 4T1 por parte da
sinvastatina, o que apontaria para uma possivel associacado benéfica
entre sinvastatina e hormonoterapia nos casos de cancro da mama
inicialmente hormonoresistentes. No nosso estudo, apesar da
marcacao ser fraca, inferior a 12%, a marcagao foi mais intensa no
GII, grupo tratado com 50mg/Kg de sinvastatina, seguido do GI,
grupo tratado com 25mg/Kg de sinvastatina, com diferencgas
estatisticamente significativas entre GII e GIII (p< 0,005) e,
igualmente, entre o GI e GIII (p = 0,004). No entanto, apesar
destes resultados se correlacionarem com a hipotética capacidade
da sinvastatina em induzir a secrecao de RE, seria imprudente tirar
ilacbes destes resultados pelo tamanho reduzido da amostra; serao
necessarios mais estudos, com amostras mais alargadas e
desenhados com o objectivo primario de avaliar esta hipdtese,
utilizando preferencialmente, linhagens celulares humanas de
cancros da mama hormonoresistentes e hormonosensiveis.

Os tumores de GIII, grupo sem tratamento com
sinvastatina, apresentaram a maior taxa de marcacdo com PCNA,
com diferencas estatisticamente significativas quando comparamos
GIII com GI (p<0,005) e GII (p<0,005), evidenciando, desta forma,
que a proliferacdo é superior neste grupo, onde os tumores s&o
igualmente mais volumosos. Nao existem diferencas de marcacao
com significado estatistico entre GI e GII. O PCNA, uma sub-
unidade da polimerase de ADN, tem um papel central na sintese de
ADN sendo um biomarcador da proliferacdo celular. Os dados
encontrados no nosso estudo, sdo concordantes com a hipotese da
sinvastatina ter uma accdo anti-proliferativa nas células
neoplasicas.

No que diz respeito a marcagdo para Caspase 3, um
marcador pro-apoptose, a marcacdo foi significativamente mais
intensa em GI e GII, quando comparados com GIII (p<0,005). Esta

diferenca com significado estatistico mantem-se aquando da
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comparagao entre GI e GII (p=0,005); GII apresenta maior
marcacdao que GI, evidenciando, desta forma, uma maior
capacidade de apoptose nos grupos tratados com sinvastatina, com
um efeito proporcional a dose administrada de sinvastatina, ou seja,
quanto maior a dose de sinvastatina, maior a taxa de apoptose.
Estes dados sdo concordantes com a hipotese da sinvastatina ter
uma acgao pré-apoptoética nas células neoplasicas.

No entanto, serdo necessarios mais estudos para validar
estes dados, tendo em conta a muito fraca intensidade de marcacao
para a proteina Bax, outro marcador pré-apoptose (inferior a 2%),
razdo pela qual os resultados imuno-histoquimicos para Bax ndo
foram considerados no nosso estudo.

Em relacdo a marcagao para o Bcl2, um marcador anti-
apoptose, a marcacao foi equilibrada, ndo se verificando diferencas
estatisticamente significativas entre os trés grupos. Os mecanismos
anti-neoplasicos da sinvastatina poderdo ndo envolver a via do Bcl2,
apesar de estudos anteriores terem demonstrado uma diminuicao
da expressdao do Bcl2 nalgumas células neoplasicas tratadas com
sinvastatina’®!*®, nomeadamente no cancro da mama’®*. No
entanto, o nosso estudo foi inconclusivo em relacdao ao marcador
Bcl2.

A apoptose consiste num processo da maxima importancia
na eliminacdo do nosso organismo de células hiperproliferativas e
pre-neoplasicas. Assim, a inducdo da apoptose nas células tumorais
pode ser considerado como um mecanismo protector contra o
desenvolvimento e progressdao da doenca neoplasica. Este
mecanismo € modulado por agentes anti-apoptéticos e pro-
apoptoticos, envolvendo uma grande variedade de proteinas. Por
conseguinte, para obter um melhor conhecimento desses
mecanismos controladores da apoptose, fomos avaliar o efeito da
sinvastatina em proteinas pré-apoptoticas e anti-apoptdticas da

familia Bcl2. As proteinas desta familia tém um papel importante na



inducdo da apoptose e sdo consideradas alvos terapéuticos no

cancro 40141

O Bcl2, uma oncoproteina, funcionando como um
supressor da apoptose; com efeito, a sua inibicdo leva a regressao
tumoral ***%3, Por outro lado, o Bax, uma proteina pro-apoptotica,
apresenta-se activado, predominando em relagdo ao Bcl2,

144-145

promovendo a apoptose . Alguns estudos evidenciaram que a

relagdo Bax/Bcl2 aumenta no processo de apoptose 3

. No entanto,
a muito fraca intensidade de marcacdo para Bax do nosso estudo
(inferior a 2%) e a incapacidade de tirar conclusdes em relacdo a
expressao do Bcl2, ndo nos permite corroborar estes dados
impondo a necessidade de mais estudos.

As mitocOndrias sdo participantes proeminentes no
processo de apoptose e a proteina pré-apoptética, Bax, tem um
papel importante na inducdo da disfungcdo mitocondrial %, Esta
proteina vai estimular a permeabilizacdo da membrana externa da
mitocdndria, com consequente libertacdo citoplasmatica do
citocromo ¢ que, por sua vez, vai activar o processo de protedlise
das caspases, nomeadamente da Caspase 3, produzindo as

146 O nosso

alteracbes morfologicas e bioquimicas da apoptose
estudo evidenciou um aumento da expressao da Caspase 3 com o
tratamento com sinvastatina, apontando para uma provavel
activacdo da apoptose através da disfuncdo da via mitocondrial. No
entanto, sdo necessarios mais estudos, nomeadamente in vitro,
com avaliacdo da expressdo do citocromo c e proteinas do
citoesqueleto celular.

Os resultados obtidos através deste modelo experimental
sdo concordantes com a existéncia de uma accgdo anti-proliferativa e
pro-apoptotica da sinvastatina em células tumorais de cancro da
mama. No entanto, por se tratar de um modelo experimental com
aloenxerto, este apresenta uma limitacdo inerente a utilizacdo de

células tumorais mamarias de murganho, ndo sendo possivel

transpér directamente estes resultados para o ser humano. No
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entanto, como referido anteriormente, as células 4T1 apresentam
caracteristicas semelhantes as das células tumorais mamarias
humanas no estadio IV, fornecendo Optimas condicdes para o
estudo da carcinogénese. Permanece, no entanto, a necessidade de
estudos posteriores em modelos experimentais com xenoenxerto,
utilizando células tumorais mamarias humanas.

Este estudo permitiu corroborar a hipétese de um potential
efeito anti-neoplasico da sinvastatina em células tumorais mamarias
através da activacdo de agentes pro-apoptose, a Caspase 3, e
inibicdo de agentes envolvidos na proliferacdo celular, o PCNA. E
igualmente interessante notar que este estudo apontou para uma
possivel capacidade da sinvastatina em induzir a secrecdo de RE; no
entanto, sdo necessarios mais estudos, quer in vivo com amostras
mais alargadas, quer in vitro, para uma melhor compreensao dos

mecanismos envolvidos a nivel celular.



CONCLUSOES
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9 Conclusoes

Este estudo experimental realizado num modelo in vivo
permite concluir que a sinvastatina parece apresentar um efeito
quimiopreventivo e terapéutico numa situagdo de cancro da mama
de mau prognostico. Através dos resultados dos estudos de imuno-
histoquimica, verificamos que este efeito anti-neoplésico envolve a
activacdo de processos pro-apoptoticos e a inibigdo da proliferacdo
celular.

Apesar de serem necessarios mais estudos tanto
epidemioldgicos como experimentais, nomeadamente com modelos
com xenoenxerto utilizando células tumorais mamarias humanas,
podemos considerar as estatinas como uma promissora opgdo
terapéutica no cancro, nomeadamente no cancro da mama e,

possivelmente, no cancro da mama hormonoresistente.
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CONSIDERACOES FINAIS
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10 Consideracgoes finais

Os estudos recentes mostram-nos que as estatinas
apresentam efeitos polimdrficos importantes em varias etapas da
carcinogénese como proliferacdo e sobrevivéncia celular,
angiogénese e migracdo celular. Os nossos resultados parecem
evidenciar que a sinvastatina, uma estatina lipofilica, tem o
potencial necessario para inibir a proliferagdo celular e activar os
processos de apoptose, num contexto de carcinoma da mama de
mau prognostico.

Algumas suposicoes, em relacdo aos mecanismos de accao
da sinvastatina, podem ser tiradas dos nossos resultados como uma
provavel activacdo da apoptose através da disfuncdo da via
mitocondrial e uma possivel capacidade da sinvastatina em induzir a
secregdo de RE em células inicialmente hormonoresistentes. Estes
dados permitem abrir novos caminhos no desafio do tratamento do
cancro da mama. No entanto, como referido anteriormente, sdo
necessarios mais estudos, quer in vitro com melhor avaliagdo dos
mecanismos celulares envolvidos, quer in vivo com amostras mais
alargadas e com modelos com xenoenxertos utilizando células
humanas de cancro da mama. Com efeito, a evidéncia de vias
inibitérias do crescimento dos tumores, como no caso da
sinvastatina, leva-nos a empenhar todos os esforgos no sentido de
caracterizar estas vias reguladoras, com o objectivo de obter novas
armas terapéuticas eficazes no tratamento do cancro.

A area da oncologia, nomeadamente o cancro da mama,
apresenta ainda, infelizmente, uma vastiddo de conhecimentos por
adquirir; sdo exemplos de territdrios por desvendar, as vias de
regulagdo e da angiogénese, os mecanismos hormonais, as
influéncias ambientais e genéticas na carcinogénese, os resultados
epidemioldgicos inexplicadveis, bem como o mecanismo do processo

de metastizagao.
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Varios esforcos tém sido desenvolvidos para estudar os
mecanismos etioldgicos e fisiopatoldgicos do cancro, tendo sempre
em vista o diagndstico precoce e o tratamento. Porém, actualmente
h& um grande interesse em relacdo a quimioprevencdo e prevengao
primaria com consequente melhor prognostico para as mulheres em
alto risco para cancro da mama. As estatinas representam uma real
possibilidade de nova arma terapéutica no cancro da mama quer
como quimioprevencao quer como tratamento, nomeadamente por

mecanismos anti-metastaticos.
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