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Resumo

FERNANDES, L. H. G. Atividade anticarcinogénica da tributirina associada ou nédo
ao sorafenibe em ratos Fischer-344 implantados com células JM-1. 2018. — Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2018.

O carcinoma hepatocelular (HCC) é o sexto mais frequente e a segunda maior
causa de mortalidade por cancer no mundo, além de apresentar alta taxa de recidiva. A
associacdo de sorafenibe (SO) com agentes quimiopreventivos representa uma estratégia
importante para aumentar a eficacia do tratamento e minimizar a reincidéncia da doenca.
Em estudos anteriores demonstrou-se o potencial quimiopreventivo da tributirina (TB),
pré-farmaco do acido butirico (AB), em modelo de hepatocarcinogénese experimental. A
atividade da TB tem sido relacionada a inibicdo do desenvolvimento de lesGes pré-
neoplésicas, bem como a indugdo de apoptose. Assim, 0 presente estudo teve como
objetivo avaliar a acdo anticarcinogénica da TB e do SO, isoladamente ou em associacéo
no HCC. Nesse sentido, implantes singénicos foram realizados no flanco de ratos Fischer-
344 a partir de células da linhagem neoplasica JM-1. Os animais foram distribuidos nos
seguintes grupos: Grupo controle isocaldrico [CO; Maltodextrina (300 mg/100 g p.c.) e
solucdo veiculo (solucdo de etanol a 12.5% e Cremofor a 12.5% em &gua estéril)]; Grupo
TB (200 mg/100 g p.c. e solugdo veiculo); Grupo SO [Maltodextrina (300 mg/100 g p.c.
tosilato de SO (3 mg/100 g p.c.) em solucdo veiculo] e Grupo associacdo [AS; TB (200
mg/100 g p.c) e tosilato de SO (3 mg/100 g p.c.) em solucdo veiculo]. Os implantes de
células JM-1 originaram neoplasias com caracteristicas pouco diferenciadas. Os
tratamentos com SO e AS retardaram (p<0,05) o desenvolvimento das neoplasias, além de
reduzirem (p<0,05) suas massa e aumentem (p<0,05) a sobrevida em relacéo ao grupo CO.
N&o houve diferenca na porcentagem de area necrdtica das neoplasias entre os tratamentos.
Porém, foi observada uma correlacdo negativa (p<0,05) entre o tamanho da neoplasia e a
area necratica, sendo que quanto menor a area da neoplasia maior a extensao da necrose,
independente do tratamento. Foi observado aumento (p<0,05) das concentragfes hepéticas
de AB nos grupos TB, SO e AS. Ja na neoplasia, apenas 0s grupos TB e SO demonstraram
aumento (p<0,05) na concentracdo de AB. Além disso, os tratamentos com SO e AS
aumentaram (p<0,05) a concentracdo tecidual de SO na neoplasia em relacdo ao CO. Nesse
sentido, foi observado que grupo AS apresentou 5 vezes mais SO na neoplasia quando
comparado ao grupo SO. Os tratamentos com TB e SO isoladamente ou em associagdo

reduziram (p<0,05) a expressdo de CK19 em relacéo ao grupo CO. Em relacdo a avaliagao



da proliferacdo celular, os grupos TB, SO e AS apresentaram reducdo (p<0,05) do indice
de proliferacdo celular quando comparados ao grupo CO. Foi observado por meio da
analise imunoistogquimica para pERK, que os animais tratados com SO e AS reduziram
(p<0,05) as areas positivas quando comparadas as dos animais do grupo CO. Além disso,
também foi observada por meio de marcacéo imunoistoquimica uma reducao (p<0,05) nas
areas positivas para CK8 nos grupos SO e AS quando comparadas as do grupo CO. Em
relacdo a caspase-3 clivada, foi observado por imunoistoquimica que o tratamento com TB
aumentou (p<0,05) o indice de celulas positivas para caspase-3 clivada quando comparado
ao CO. Esse dado foi comprovado pela anélise de western blot. Foi observado por meio da
analise imunoistoquimica para H3K9, um aumento (p<0,05) da acetilacdo no grupo TB
guando comparado ao grupo CO. Em relacdo a expressdo em nivel proteico de pAKT, foi
observado por meio da analise imunoistoquimica uma reducéo (p<0,05) no grupo TB em
comparacao ao grupo CO. O presente estudo demonstrou que os implantes de células JM-1
no flanco de ratos Fischer-344 originaram neoplasias com caracteristicas que lembram a
organizacdo hepatocitica de um HCC convencional. O tratamento com TB foi capaz de
reduzir a proliferacdo celular e induzir apoptose. Os tratamentos com SO e com a AS
foram capazes de retardar o desenvolvimento, aumentar a sobrevida, reduzir a massa das
neoplasias, induzirem diferenciacgdo celular e reduzirem a proliferacéo celular, melhorando
0 progndstico da doenca. Os tratamentos com SO e AS apresentaram atividade
quimioterapica semelhante. No entanto, a coadministracdo de SO e TB foi capaz de

aumentar a biodisponibilidade do SO para a neoplasia.

Palavras-chave: HCC, JM-1, Tributirina, Sorafenibe



Abstract

FERNANDES, L. H. G. Anticarcinogenic activity of tributyrinn associated or not witn
sorafenib in Fischer-344 rats implanted with JM-1 cells. 2018. - Faculty of
Pharmaceutical Sciences, University of Sao Paulo, Sao Paulo, 2018.

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the sixth most frequent and the second largest cause of
cancer mortality in the world, besides presenting a high rate of recurrence. The association
of sorafenib (SO) with chemopreventive agents represents an important strategy to increase
the efficacy of the treatment and to minimize recurrence of the disease. In previous studies
the chemopreventive potential of tributyrin (TB), a butyric acid prodrug (AB), was
demonstrated in a model of experimental hepatocarcinogenesis. TB activity has been
linked to inhibition of the development of pre-neoplastic lesions as well as to the induction
of apoptosis. Thus, the present study aimed to evaluate the anticarcinogenic action of TB
and SO, either alone or in combination in HCC. In this sense, syngeneic implants were
performed on the flank of Fischer-344 rats from cells of the JM-1 neoplastic lineage. The
animals were divided into the following groups: Control group [CO; Maltodextrin (300 mg
/ 100g p.c.) and carrier solution (12.5% ethanol solution and 12.5% Cremophor in sterile
water)]; TB group (200 mg/ 100 g p.c. and carrier solution); Group SO [Maltodextrin (300
mg / 100 g pc tosylate of SO (3 mg / 100 g pc) in vehicle solution] and Association group
[AS; TB (200 mg / 100 g pc) and SO tosylate (3 mg / 100 (p <0.05), the development of
the neoplasms, as well as the reduction (p <0.05), and the survival rate was higher (p
<0.05) than the CO group. There was no difference in the percentage of necrotic area of the
neoplasms between the treatments. (p <0.05) of the hepatic AB concentrations in the TB,
SO and AS groups, although the size of the neoplasia and the necrotic area were higher. In
the neoplasia, only the TB and SO groups showed an increase (p <0.05) in AB
concentration. In addition, treatments with SO and AS increased (p <0.05) the tissue
concentration of SO in the neoplasia in relation to CO. In this sense, it was observed that
AS group presented 5 times more SO in the neoplasia when compared to the SO group.
Treatments with TB and SO alone or in combination reduced (p <0.05) the expression of
CK19 in relation to the CO group. In relation to the evaluation of cell proliferation, the TB,
SO and AS groups presented a reduction (p <0.05) in the cell proliferation index when

compared to the CO group. It was observed by the immunohistochemical analysis for



PERK that the animals treated with SO and AS reduced (p <0.05) the positive areas when
compared to the animals of the CO group. In addition, a reduction (p <0.05) in the CK8
positive areas in the SO and AS groups when compared to the CO groups was also
observed by immunohistochemical labeling. In relation to the cleaved caspase-3, it was
observed by immunohistochemistry that the TB treatment increased (p <0.05) the index of
caspase-3 positive cells cleaved when compared to CO. This was confirmed by western
blot analysis. It was observed by immunohistochemical analysis for H3K9, an increase (p
<0.05) in the acetylation of the TB group when compared to the CO group. Regarding the
protein level expression of pAKT, a reduction (p <0.05) in the TB group was observed
through the immunohistochemical analysis when compared to the CO group. The present
study demonstrated that JM-1 cell implants in the flank of Fischer-344 mice originated
neoplasms with features reminiscent of the hepatocyte organization of a conventional
HCC. TB treatment was able to reduce cell proliferation and induce apoptosis. SO and AS
treatments were able to delay the development, increase survival, reduce the mass of
neoplasms, induce cell differentiation and reduce cell proliferation, improving the
prognosis of the disease. SO and AS treatments showed similar chemotherapy activity.
However, co-administration of SO and TB was able to increase the bioavailability of SO to
the neolasia.

Palavras-chave: HCC, JM-1, Tributyrin, Sorafenib.
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Figural

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

LISTA DE FIGURAS

Sistema de estratégia terapéutica do HCC.Segundo a classificagdo
de Barcelona existem cinco estagios do HCC. Pacientes com
tumores precoces assintomaticos (estagios 0-A) sdo candidatos a
terapias radicais (resseccdo, transplante ou ablacdo local). Os
pacientes assintomaticos com HCC multinodular (estagio B) sdo
tratados com quimioembolizacdo transarterial (TACE), enquanto
0s pacientes com tumores sintomaticos avancados e/ou um padrdo
tumoral invasivo (estagio C) sdo candidatos para o tratamento
com sorafenibe. A doenca em estdgio final (estagio D) inclui
pacientes com mau prognostico que devem receber o melhor
atendimento de suporte possivel. DDLT, transplante hepético de
doador falecido; ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group;
LDLT, transplante de figado de doador vivo; M1, metastase M1,
N1, linfonodo N1; OS, sobrevida global (adaptado de LLOVET et
al, 2016).

Estrutura molecular do Sorafenibe. Adaptado de KEATING e
SANTORO, 20009.

Mecanismos moleculares envolvidos na atividade quimioterapica
do sorafenibe (SO). (A) Mecanismos de acdo do SO em células
neoplasicas epiteliais. SO inibe RAF-1 e B-RAF (que
consequentemente inibe MEK e ERK, inibindo a proliferacédo
celular. Além disso, SO inibe elF4E que consequentemente inibe
Mcl-1 e ativa BAK, induzindo a apoptose. (B) Mecanismos de
acdo do SO em células endoteliais associadas a neoplasias. SO
inibe os receptores endoteliais VEGFR-2, VEGFR-3 e PDGFR- B,
inibindo a angiogénese. BAK - Bcl-2 homologous
antagonist/killer; EIFAE - eukaryotic initiation factors; ERK -
extracellular signal-regulated kinase; Mcl-1- induced myeloid
leukemia cell differentiation; MEK - extracellular signal-
regulated kinase kinase; PDGFR- B - platelet-derived growth
factor receptor-p; RAF - rapidly accelerated fibrosarcoma; RAS
- rat sarcoma; VEGFR - vascular endothelial growth factor
receptors (adaptado de GAUTHIER e HO, 2013).

Papel da acetilacdo de histonas na remodelacdo da cromatina e na
transcricdo génica. A enzima HAT acetila as histonas ocasionando
um afrouxamento da estrutura da cromatina, 0 que permite o
acesso de fatores de transcrigdo, promovendo a transcrigcdo génica.
Esse processo pode ser revertido pela acdo da enzima HDAC, que
retira 0 grupamento acetil das histonas e assim a cromatina volta
ao estado condensado, inibindo a transcricdo génica. HDAC -
desacetilases de histonas; HAT - acetiltransferases de histonas
(adaptado de MARGOLLIS, 2005).

Estrutura molecular da Tributirina (Adaptado de HEIDOR et al.,
2012).
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Figura 6

Figura7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

A) Foram utilizados ratos Fischer-344. (B) Os animais foram
submetidos a hepatectomia parcial a dois tercos. (C) Apés 24 h da
hepatectomia, administrou-se dietilnitrosamina [DEN (70 mg /
kg)] por via intraperitoneal. (D) Duas semanas ap0s a
administracdo de DEN, foi adicionado a &gua dos animais
fenobarbital de sodio (0,1 g / 100 ml). (E) Dez a doze meses ap0s
0 tratamento com DEN a maioria dos animais apresentava
neoplasias. (F) As neoplasias hepaticas primarias foram retiradas
(G) e transplantadas subcutaneamente nas regides inguinais de
receptores singénicos, removidas e reimplantadas trés vezes da
mesma maneira. (H) Na quarta passagem, as células foram
isoladas (I) e injetadas diretamente no figado dos animais (J) As
neoplasias se desenvolveram no figado, (K) estas foram coletadas
e linhagens celulares foram isoladas, dentre elas, a linhagem JM-
1.

Imagem representativa da cultura de células da linhagem JM-1 em
aumento de 100x.

Curvas de Kaplan-Meier representando a fracdo de neoplasias
com volume menor do que 5-7% relativo ao p.c. nos animais
implantados com ceélulas JM-1 dos grupos Controle (n=12),
Tributirina (n=9), Sorafenibe (n=10) e Associagdo (n=12). (*)
diferenca em relacdo ao grupo CO (p<0,05) segundo teste de Log
Rank.

Porcentagem de animais que atingiram o final do periodo de
observacado do estudo (28 dias). CO = Grupo Controle (n=12), TB
= Grupo Tributirina (n=9), SO = Grupo Sorafenibe (n=10), AS =
Grupo Associacdo  (n=12). *Diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05) quando comparado com o grupo CO
segundo teste Qui-quadrado.

Imagens representativas das neoplasias de implantes com células
JM-1 nos grupos (A) CO = Grupo Controle (n = 12), (B) TB =
Grupo Tributirina (n = 9), (C) SO = Grupo Sorafenibe (n = 10),
(D) AS = Grupo Associagdo (n = 10); (E) Efeito dos tratamentos
na massa neoplasica em implantes com células JM-1. O efeito dos
tratamentos foi avaliado com analise de covariancia (ANCOVA) e
as comparacOes entre os grupos de tratamento foram feitas com o
ajuste de Sidak para comparacbes mdaltiplas. As barras
representam a média da massa da neoplasia + erro padrdo da
média (EPM). * Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05)
quando comparado com o grupo CO.

Fotomicrografias representativas de (A) Aspecto morfoldgico
geral dos implantes com células JM-1; (B) Detalhes morfoldgicos
mostrando caracteristicas das células neoplasicas com aspecto
poligonal sugerindo a organizacdo hepatocitica convencional; (C)
Campo microscopico mostrando area necrética (campo inferior
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Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

direito). Foi utilizado o sistema de analise de imagem AxioVision
4.8 (Carl Zeiss, Alemanha).

Porcentagem de animais com &rea de necrose inferior a 15%, de
15% a 75% ou superior a 75%. CO = Grupo Controle (n = 12),
TB = Grupo Tributirina (n = 9), SO = Grupo Sorafenibe (n = 10),
AS = Grupo Associacdo (n = 12). As comparacfes foram feitas
com modelos GLM.

Correlacdo da necrose com a massa da neoplasia. O gréfico de
dispersdo mostra a correlagdo inversamente proporcional
(P=Rho=-0,423; p=0,003) entre as categorias de necrose e a
massa da neoplasia. Cada ponto representa um animal e a linha
corresponde a curva de melhor ajuste. CO = Grupo Controle (n =
12), TB = Grupo Tributirina (n = 9), SO = Grupo Sorafenibe (n =
10), AS = Grupo Associagdo (n = 10). A correlagéo foi avaliada
pelo teste ndo paramétrico de Spearman.

Porcentagem de necrose em relacdo a éarea viva do corte
histolégico. CO = Grupo Controle (n=12); TB = Grupo
Tributirina (n=10); SO = Grupo Sorafenibe (n=12); AS = Grupo
Associagdo (n=12). N&o houve diferenga significante entre 0s
grupos (p>0.05) segundo teste de ANOVA de uma via.

Concentracdo de acido butirico no figado de animais dos grupos
CO = Grupo Controle (n=4), TB = Grupo Tributirina (n=4), SO =
Grupo Sorafenibe (n=4), AS = Grupo Associacao (n=4). Os dados
foram avaliados por GLM (distribuicdo gama, funcdo de ligacdo
log). As barras representam a média da massa da concentracdo de
acido butirico no figado + EPM. * Diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05) quando comparado com o grupo CO.

Concentracdo de &cido butirico na neoplasia. CO = Grupo
Controle (n=4), TB = Grupo Tributirina (n=4), SO = Grupo
Sorafenibe (n=4), AS = Grupo Associagdo (n=4). Os dados foram
avaliados por GLM (distribuigdo gama, funcéo de ligagéo log). As
barras representam a média da concentragdo de acido butirico na
neoplasia = EPM.* Diferenca estatisticamente significativa
(p<0,05) quando comparado com o grupo CO.

Correlacdo positiva entre a concentragcdo de acido butirico no
figado e na neoplasia (r*=0,4364; p=0,0053). A associacio entre
as concentracdes de AB foi avaliada por correlagcdes de Pearson.
Cada ponto representa um animal e a linha reta corresponde a
curva linear de melhor ajuste. No gréafico de dispersdo se mostram
as linhas correspondentes a intervalo de 95% de confianca (CI195).

Concentracdo de sorafenibe na neoplasia de animais dos grupos
CO = Grupo Controle (n=4), TB = Grupo Tributirina (n=4), SO =
Grupo Sorafenibe (n=4), AS = Grupo Associagdo (n=4). As barras
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Figura 19

Figura 20

Figura 21

Figura 22

Figura 23

Figura 24

representam a média de pg de SO / g de tecido neoplasico + EPM.
* Diferenca estatisticamente significativa (p<0,001) quando
comparado com o grupo SO, segundo Test t de Student.

Avaliacdo semi-quantitativa das proteinas CK7, CK8, CK18,
CK19, HepPar-1 e Arginase do grupo CO (n=12). Escore 0
representa 0% de células positivas; escore 1 representa < 10% de
celulas positivas; escore 2 representa 11 a 30% de células
positivas; escore 3 representa 31 a 50% de células positivas;
escore 4 representa 51 a 70% de células positivas e escore 5
representa >71% de células positivas.

Porcentagem de area positiva para CK19 em relacdo a area viva.
CO = Grupo Controle (n=6), TB = Grupo Tributirina (n=6), SO =
Grupo Sorafenibe (n=6), AS = Grupo Associa¢do (n=6). As barras
representam a média da porcentagem de area positiva para CK19
em relacdo a area viva + EPM * Diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05) quando comparado com o grupo CO,
segundo ANOVA seguido do teste de Tukey.

Porcentagem de area positiva para Arginase em relacdo a area
viva. CO = Grupo Controle (n=6), TB = Grupo Tributirina (n=6),
SO = Grupo Sorafenibe (n=6), AS = Grupo Associacdo (n=6) As
barras representam a média da porcentagem de area positiva para
Arginase em relacdo a area viva £ EPM. Foi realizado teste de
Kruskal-Wallis.

Porcentagem de area positiva para CK8 em relacdo a area viva.
CO = Grupo Controle (n=6), TB = Grupo Tributirina (n=6), SO =
Grupo Sorafenibe (n=6), AS = Grupo Associagdo (n=6). As barras
representam a média da porcentagem de area positiva para CK8
em relacdo a &rea viva + EPM * Diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05) quando comparado com o grupo CO,
segundo teste ANOVA seguido do teste de Tukey.

indice de proliferacéo celular. CO = Grupo Controle (n=6), TB =
Grupo Tributirina (n=6), SO = Grupo Sorafenibe (n=6), AS =
Grupo Associagdo (n=6).As barras representam o indice de
proliferacdo celular + EPM.* Diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05) quando comparado com o grupo CO,
segundo teste ANOVA seguido do teste de Tukey.

Porcentagem de area positiva para pERK em relacdo a area viva.
CO = Grupo Controle (n=6), TB = Grupo Tributirina (n=6), SO =
Grupo Sorafenibe (n=6), AS = Grupo Associagdo (n=6). As barras
representam a média da porcentagem de area positiva para pERK
em relacdo a area viva + EPM * Diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05) quando comparado com o grupo CO,
segundo teste ANOVA seguido do teste de Tukey.
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Figura 25

Figura 26

Figura 27

Figura 28

indice de células positivas para caspase 3 clivada. CO = Grupo
Controle (n=6), TB = Grupo Tributirina (n=6), SO = Grupo
Sorafenibe (n=6), AS = Grupo Associacdo (n=6). As barras
representam o indice de células positivas para caspase 3 clivada +
EPM. * Diferenca em relagdo ao CO (p<0,05), segundo teste
ANOVA seguido do teste de Tukey.

Expressdo em nivel proteico de caspase 3 clivada. CO = Grupo
Controle (n=6), TB = Grupo Tributirina (n=6), SO = Grupo
Sorafenibe (n=6), AS = Grupo Associac¢do (n=6). (A) Imunoblots.
As concentracOes de caspase 3 clivada foram normalizados pela
expressao da B-Actina. (B) Razéo de caspase 3 clivada em relagéo
a B-Actina.As barras representam a média da razdo de caspase 3
clivada £ EPM. * Diferenga em relacdo ao CO (p<0,05) avaliada
por GLM.

indice de células positivas para H3K9 acetilada. CO = Grupo
Controle (n=6), TB = Grupo Tributirina (n=6), SO = Grupo
Sorafenibe (n=6), AS = Grupo Associacdo (n=6). As barras
representam o indice de células positivas para H3K9 acetilada +
EPM. * Diferenca em relacdo ao CO (p<0,05), segundo teste de
Kruskal-Wallis seguido de teste Dunn.

Expressdo em nivel proteico de pAKTSer 473. CO = Grupo
Controle (n=6), TB = Grupo Tributirina (n=6), SO = Grupo
Sorafenibe (n=6), AS = Grupo Associagédo (n=6). (A) Imunoblots.
As concentracbes de pAKT (Ser 473) foram normalizados pela
expressdo da B-Actina. (B) Razdo de pAKT em relagdo a fB-
Actina. As barras representam a média da razdo de pAKT + EPM.
*Diferenca em relacdo ao CO (p<0,05) avaliada por GLM.
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1. Introducéo
1.1 Epidemiologia do carcinoma hepatocelular (HCC)

O HCC é a sexta neoplasia mais comum e a segunda maior causa de mortalidade
por cancer no mundo (CIDON, 2017), representando 90% das neoplasias hepaticas
primarias. A etiologia do HCC pode variar geograficamente, porém sua incidéncia esta
aumentando em paises ocidentais (KUMAR; ZHAO; WANG, 2011), devido ao aumento
de casos de obesidade e diabetes, além do consumo excessivo de bebidas alcodlicas
(BLONSKI; KOTLYAR; FORDE, 2010). Além disso, as infec¢bes pelos virus das
hepatites B e C e o consumo de alimentos contaminados por aflatoxinas, também sao
importantes agentes etioldgicos do HCC (CIDON, 2017).

1.2 Caracterizacdo do HCC

Embora os exames de imagem venham se modernizando e possibilitando o
diagnostico do HCC, a bidpsia hepatica continua a ser o padrdo ouro de diagnostico. A
biopsia € uma técnica mais precisa por possibilitar a distincdo das neoplasias por meio da
andlise de imunoistoquimica, onde é feito um painel com anticorpos para varias proteinas
expressas em diferentes condi¢cdes (FLEMMING; WILKENS; KREIPE, 2001). Dentre os
marcadores imunoistoquimicos utilizados, destacam-se a HepPar-1, Arginase,
citogueratina (CK) 8, CK18, CK7 e CK19.

A HepPar-1 é uma proteina especifica do citoplasma de hepatdcitos. Essa proteina
ndo é encontrada em células progenitoras ou colangidcitos, sendo assim considerada um
marcador de diferenciacdo hepatocitica (SHIRAN,2006). Além da HepPar-1, a Arginase
também é considerada um marcador de diferenciacdo celular, porém mais sensivel que
HepPar-1 em HCCs pouco diferenciados (YAN, 2010).

Outro grupo de proteinas bastante utilizado para caracterizacao celular sdo as CKs.
As CKs sdo proteinas de filamentos intermediarios de células epiteliais que constituem
proteinas do citoesqueleto celular. As CKs sdo expressas em pares, sendo obrigatoriamente
uma CK do tipo 1 (CK9a CK28) e outra do tipo 2 (CK1 & CK8 e CK71 a CK80) (OMARY
et al, 2009; SCHEWEIZER et al, 2006). As células progenitoras hepaticas apresentam a
expressao dos pares CK7/19 e CK®8/18. Quando essas células se diferenciam em
hepatocitos deixam de expressar CK7/19, expressando apenas CK8/18 (FELDSTEIN e
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GORES, 2004). Assim, essas proteinas podem ser utilizadas para distinguir o grau de
diferenciacdo e agressividade da neoplasia hepética.

1.3 Panorama Clinico

Pacientes com neoplasias hepaticas em estagios iniciais sdo candidatos a
tratamentos como ablacdo, ressec¢do ou transplante hepatico (Figura 1). Esses s&o
considerados tratamentos curativos do HCC. Contudo, a utilizacdo dessas técnicas est
disponivel a apenas 30% - 40% dos pacientes, sendo que a taxa de reincidéncia de
metastases ou de uma segunda neoplasia primaria em até 5 anos € de 70% para esses
pacientes (LLOVET et al, 2016), que frequentemente atinge estagios mais agressivos do
que a primeira neoplasia (LLOVET e BRUIX, 2008; BRUIX et al., 2012) e nenhuma

terapia adjuvante é capaz de prevenir esta complicacdo (LLOVET et al, 2016).

HCC
=0
Stage 0 Stages A-C Stage D
Child-Pugh A Child-Pugh A-B Child-Pugh C*
ECOGO ECOG 0-2 ECOG >2
() ]
Very early Early stage (A) Intermediate Advanced Terminal
stage (0)* Single or =3 nodules <3cm stage (B) stage (C) stage (D)
Single nodule ECOGO Multinodular Portal invasion
<2cm 1 ECOGO N1
) ( \ M1
[ Single ] [53 nodules s3cm] ECOG1-2
* Portal pressure
» Bilirubin

Associated
Increased }—- diseases

l Normal ( Best

Transplantntl supportive
LAblauon' j Besectloj (DDLT/LDLT) EAblatlon Chemoembolization) [ Sorafenib ) care (10%)
v > |

Curative treatment (30-40%) Palliative treatment (50-60%)*
Median OS: >60 months Median OS for intermediate HCC with TACE: 26 months (range, 45-14)
5-year survival: 50-80% Median OS for advanced HCC with sorafenib: 11 months (range, 20-6)

Figura 1: Sistema de estratégia terapéutica do HCC.Segundo a classificacdo de Barcelona existem
cinco estagios do HCC. Pacientes com tumores precoces assintomaticos (estagios 0-A) sdo
candidatos a terapias radicais (ressecgdo, transplante ou ablag&o local). Os pacientes assintomaticos
com HCC multinodular (estadgio B) sdo tratados com quimioembolizagdo transarterial (TACE),
enquanto os pacientes com tumores sintomaticos avancados e/ou um padrdo tumoral invasivo
(estdgio C) séo candidatos para o tratamento com sorafenibe. A doenga em estagio final (estagio D)
inclui pacientes com mau prognostico que devem receber o melhor atendimento de suporte
possivel. DDLT, transplante hepatico de doador falecido; ECOG, Eastern Cooperative Oncology
Group; LDLT, transplante de figado de doador vivo; M1, metastase M1; N1, linfonodo N1; OS,
sobrevida global (adaptado de LLOVET et al, 2016).
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Para o0s pacientes com HCC em estagios intermediarios € indicada a
quimioembolizacdo transarterial. J& para os pacientes com HCC avan¢ado, quando a
neoplasia € invasiva o tratamento de primeira escolha é o Sorafenibe (SO) (LLOVET et al,
2016). Esses tratamentos sdo considerados paliativos, ja que ndo ha uma terapia efetiva
para neoplasias hepéticas nesse estdgio (ZANG, 2010). O ultimo estagio do HCC é o
terminal, quando deve ser dado apoio nutricional e psicologico para 0s pacientes e
medicamentos para o controle da dor. Porém esses pacientes ndo sdo candidatos a qualquer
ensaio clinico (LLOVET et al, 2016) (Figura 1).

1.4 Sorafenibe

O Sorafenibe (4 - [4 - [4-cloro-3-(trifluorometil) fenil] carbamoilamino]fenoxi]-N-
metil-piridina-2-carboxamida) (Figura 2) foi o primeiro quimioterapico oral aprovado em
2007 pela Food and Drug Administration (FDA) e pela European Medicine Agency
(EMEA) para o tratamento do HCC avancado (BRENDEL et al., 2011).

A dose de SO recomendada € de 400 mg duas vezes ao dia, de preferéncia
administrado em jejum ou com uma refeicdo com gordura moderada. As concentracfes
plasmaticas no estado estacionario sao atingidas em cerca de 7 dias em pacientes com
tumores solidos avancados. O SO tem uma meia-vida 25-48 horas. Ap6s administracdo
oral de solucdo de SO, 96% da dose sdo recuperadas em 14 dias, sendo que 77% sdo
excretados nas fezes e 19% na urina como metabdlitos glicuronidados. O SO inalterado
pode ser encontrado nas fezes (51% da dose), mas ndo na urina (KEATING e SANTORO,
2009).
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Figura 2: Estrutura molecular do Sorafenibe. Adaptado de KEATING e SANTORO, 20009.

O SO é metabolizado principalmente no figado via citocromo P450 (CYP) 3A4 e

glicuronidacéo via uridina difosfato glucuronosiltransferase (UGT) 1A9. Dessa forma, ha a
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formacdo de oito metabolitos do SO, sendo o N-6xido de piridina, o principal metabdlito
circulante no plasma. Além disso, esse metabdlito demonstrou, in vitro, potencial
terapéutico semelhante ao do farmaco original. No estado estacionario, o SO corresponde a
70-85% dos analitos circulantes no plasma e 0 N-Oxido de piridina a 9-16% (KEATING e
SANTORO, 2009).

Este farmaco é um inibidor de multiplas quinases, atuando principalmente na via
das proteinas quinases ativadas por mitogénicos (MAPK) (Figura 3) (GAUTHIER e HO,
2013). A via MAPK tem inicio com a ligacdo de fatores de crescimento, citocinas, e
hormdnios nos receptores de superficie celular. Em resposta, ocorre ativagdo de rat
sarcoma (RAS) no interior das células (PEYSSONNAUX et al., 2001) que, por sua vez,
recruta e ativa uma familia de dimeros citos6licos compostos por serina / treonina
quinases, denominadas rapidly accelerated fibrosarcoma (RAF), para a membrana
citoplasmatica (WILHELM et al., 2004).

Assim, quando ativada, RAF agrupa um complexo de sinalizacdo de proteinas
MAPK que consiste em duas classes de quinases: extracellular signal-regulated kinase
kinase (MEK) e extracellular signal-regulated kinase (ERK) (CHONG et al, 2003). A
cascata MAPK inicia quando RAF fosforila e ativa MEK, que posteriormente fosforila e
ativa ERK. A ERK, por sua vez, se dissocia do complexo RAS / RAF / MEK / ERK e
fosforila uma série de proteinas do citoesqueleto celular, quinases e fatores de transcricao,
que promovem a expressdo de genes responsaveis por aumentarem a proliferacdo celular
(Figura 3 A) (MARSHALL, 1994).

Desse modo, o aumento dos niveis da fosforilagdo de ERK, pode resultar em
alteracdes na motilidade celular e alteracbes de expressdo de genes que promovem a
proliferacdo, sobrevida, diferenciacdo celular, capacidade de imortalizacdo e angiogénese
(MERCER e PRITCHARD, 2003). A ativacdo anormal da cascata RAS / RAF / MEK /
ERK € comumente observada em varios tipos de neoplasias, inclusive no HCC
(SCHMIDT et al, 1997; GAUTHIER e HO, 2013). O SO tem acdo na via MAPK,
principalmente, inibindo RAF-1 (C-RAF) (LYONS e WILHELM, 2001; WILHELM e
CHIEN, 2002) e B-RAF (WILHELM et al, 2004; GAUTHIER e HO, 2013). Além disso, o
SO age na angiogénese inibindo os receptores vascular endothelial growth factor receptors
(VEGFR) 1, 2 e 3 e platelet-derived growth factor receptor-# (PDGFR- ) (GAUTHIER e
HO, 2013) (Figura 3 B).
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Figura 3: Mecanismos moleculares envolvidos na atividade quimioterapica do sorafenibe (SO).
(A) Mecanismos de acdo do SO em células neoplasicas epiteliais. SO inibe RAF-1 e B-RAF que
consequentemente inibe MEK e ERK, inibindo a proliferacdo celular. Além disso, SO inibe elFAE
que consequentemente inibe Mcl-1 e ativa BAK, induzindo a apoptose. (B) Mecanismos de acéo
do SO em células endoteliais associadas a neoplasias. SO inibe os receptores endoteliais VEGFR-2,
VEGFR-3 e PDGFR- B, inibindo a angiogénese. BAK - Bcl-2 homologous antagonist/killer; EIFAE
- eukaryotic initiation factors; ERK - extracellular signal-regulated kinase; Mcl-1- induced
myeloid leukemia cell differentiation; MEK - extracellular signal-regulated kinase Kkinase;
PDGFR- B - platelet-derived growth factor receptor-p; RAF - rapidly accelerated fibrosarcoma;
RAS - rat sarcoma; VEGFR - vascular endothelial growth factor receptors (adaptado de
GAUTHIER e HO, 2013).

Além de inibir a proliferacéo celular e angiogénese, o SO age induzindo a apoptose
pela inibicdo da fosforilacdo de eukaryotic initiation factors (elF4E). EIF4E é uma proteina
que participa do inicio da traducdo do gene induced myeloid leukemia cell differentiation
(Mcl-1), responsdvel por suprimir a apoptose pela inibicdo de Bcl-2 homologous
antagonist / killer (BAK). Assim, com a inibicdo de elF4E ha a consequente inibi¢do de
Mcl-1 e ativacdo de BAK, o que induz o processo de apoptose (Figura 3A). Em estudos in
vivo de fase 3, o SO foi capaz de prolongar a sobrevida média dos pacientes de 7,9 meses
para 10,7 meses. (LLOVET et al, 2008; GAUTHIER e HO, 2013). Assim, sd0 necessarios
estudos da associacdo do SO com outros compostos que possam aumentar a eficacia do
tratamento quimioterapico (GAUTHIER e HO, 2013).
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1.5 Compostos Bioativos dos Alimentos e SO

Os compostos bioativos presentes nos alimentos (CBA) representam uma classe
importante de substancias com potencial para aumentar a eficacia e reduzir a toxicidade da
quimioterapia em pacientes (GANSLMAYER, et al, 2004; MAI, et al, 2007), uma vez que
diversos estudos epidemioldgicos ou com animais ja relacionaram a alimentacdo a
incidéncia de neoplasias, sendo que o consumo de frutas e hortalicas revelou atividade
preventiva contra diversos tipos de neoplasias, inclusive o HCC (SPORN e SUH, 2002).

A vitamina K, um CBA presente em hortalicas verde escuro, ervas e 0leos vegetais
(PARK et al., 2015), quando associada ao SO, potencializa a eficacia do tratamento
quimioterapico em comparacdo a administracdo dessas substancias isoladamente (WEI et
al., 2010). Essa associacdo apresenta efeito sinérgico na inibicdo do crescimento do HCC
(ZHANG et al., 2012), blogueando a ativacdo de ERK em ratos Fischer-344 implantados
com células JM-1 (WEI et al., 2010;ZHANG et al., 2012). Estas células foram isoladas de
HCC primario de ratos Fischer-344. A vantagem da utilizacdo desta linhagem de células é
o favorecimento, especificamente, do desenvolvimento de uma neoplasia hepatica primaria
(NOVICKI; JIRTLE; MICHALOPOULOS, 1983).

Além da vitamina K, o SO também foi associado com a B-ionona (HUANG et al;
2012), um CBA presente em uvas e aromatizantes de vinhos (STERMER; BIANCHINI,
KORTH, 1994). Assim, em estudo conduzido in vitro com células de hepatoma humano
SK-Hep-1, a associacdo demonstrou efeito sinérgico na atividade anticarcinogénica dos
compostos (HUANG et al., 2012).

1.6 Acido butirico

Dentre os CBAs com propriedades anticarcinogénicas, destaca-se o acido butirico
(AB), um acido graxo de cadeia curta produto da fermentacdo de fibras alimentares. E
responsavel pelo fornecimento de 70 a 90% da energia consumida pelo colondcito
(SCHEPPACH et al., 1992), além de favorecer a manutencdo fisiolégica do cdlon
(WATKINS et al., 1999). A atividade anticarcinogénica do AB pode ser observada in
vitro, em linhagens celulares, como de cancer de mama (WALKER et al.,, 2001;
ANDRADE et al, 2012), estébmago (LITVAK et al., 2000), prostata (KUEFER et al., 2004)
e HCC (WATKINS et al., 1999), por meio da reducdo da proliferacdo celular e aumento da
apoptose (CANANI et al., 2011). Além disso, o AB pode modular mecanismos
epigenéticos como a acetilacdo de histonas (RIGGS et al., 1977; BOFFA et al., 1978).
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A acetilacdo de histonas neutraliza sua carga positiva e diminui a afinidade das
histonas pela carga negativa do DNA. Esse evento permite o desprendimento da
terminacdo da histona do nucleossomo, afrouxando a estrutura da cromatina, favorecendo
0 acesso de fatores de transcricdo (DRUESNE et al., 2004). O processo de regulacdo do
estado de acetilagdo se da por meio de enzimas acetilases (HAT) e desacetilases de
histonas (HDAC) desempenhando, respectivamente, ac0es promotoras e supressoras da
expressao génica (Figura 4)(SANTOS-ROSA e CALDAS, 2005).

transcription

factors
‘ ) Transcription
Deacetylated: , ‘ OFF ©
“Closed” Nucleosome M ‘

HATs || HDACs

Transcription
ON

Acetylated: “’ a | ’ia O
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Figura 4: Papel da acetilacdo de histonas na remodelacdo da cromatina e na transcricdo génica. A
enzima HAT acetila as histonas ocasionando um afrouxamento da estrutura da cromatina, o que
permite 0 acesso de fatores de transcricdo, promovendo a transcricdo génica. Esse processo pode
ser revertido pela acdo da enzima HDAC, que retira o grupamento acetil das histonas e assim a
cromatina volta ao estado condensado, inibindo a transcricdo génica. HDAC - desacetilases de
histonas; HAT - acetiltransferases de histonas (adaptado de MARGOLIS, 2005).

O AB, inibidor de HDAC (HDACI), promove a hiperacetilagdo de histonas,
principalmente da histona H3 no residuo de lisina 9 (H3K9), modulando a transcricdo de
diversos genes (SHIN et al., 2012), como por exemplo, o aumento da expressao de genes
supressores de tumor. Nesse sentido, 0 AB aumenta a expressdo de p21°P"* um gene
supressor de tumor que influencia diversos processos funcionais da célula, como a diviséo,
apoptose, reparo e diferenciacdo celular (DRUMMOND et al., 2005).

Contudo, a utilizacdo do AB in vivo é limitada devido a sua meia-vida reduzida, de
aproximadamente 5 minutos em roedores. Em seres humanos, a meia-vida do AB pode
atingir 14 minutos quando ligado a proteinas plasmaticas, o que inviabiliza a administracao
de AB por via oral. No caso da via parenteral € necessario grande volume para se alcancar
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concentragfes farmacoldgicas efetivas (DANIEL et al., 1989). A tributirina (TB), pro-
farmaco do AB, apresenta propriedades farmacocinéticas favoraveis para administracéo in
vivo, quando comparada ao AB (EDELMAN et al., 2003).

1.7 Tributirina

A TB é um triacilglicerol constituido por trés moléculas de AB esterificado ao
glicerol (Figura 5). A hidrolise completa de 1 mol de TB por lipases fornece 2 mols de
butirato (AB ligado a uma molécula de sodio) e 1 mol de 2-monobutirilglicerol. A meia-
vida do AB, ap0s a administracdo por via oral de TB em roedores aumenta para 40 minutos
(SU et al., 2006). Além disso, a administracdo de TB em roedores, por via parenteral ou
oral, ndo apresentou efeitos toxicos (EGORIN et al., 1999).

Figura 5: Estrutura molecular da Tributirina (Adaptado de HEIDOR et al., 2012).

A TB apresentou agdo quimiopreventiva in vitro (CHEN e BREITMAN, 1994;
WATKINS et al., 1999; MAIER et al., 2000; CLARKE; FEINMAN; HARRISON; 2001;
SCHRODER e MAURER, 2002) e, in vivo (KUEFER et al.,, 2004; KUROIWA-
TRZMIELINA et al., 2009; de CONTI et al., 2011; HEIDOR et al., 2012; GUARIENTO
et al.; 2014; HEIDOR et al.; 2016). Estudos prévios em nosso laboratério demonstraram in
vivo, que a TB apresentou atividade quimiopreventiva quando administrada durante as
fases de iniciagdo e promocéo (KUROIWA-TRZMIELINA et al., 2009; GUARIENTO et
al., 2014; HEIDOR et al.; 2016), bem como, somente durante a fase de promocao da
hepatocarcinogénese (DE CONTI et al., 2011). Entre os mecanismos da TB, destacam-se a
inducdo da apoptose, diferenciacdo celular e a modulagdo de mecanismos epigenéticos
(HEIDOR et al., 2012).
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A inducédo de apoptose consiste em um mecanismo importante na quimioprevencgao
da hepatocarcinogénese. Os efeitos pré-apoptoticos da TB sdo consideraveis em linhagem
de cancer de prostata, quando comparada a administracdo em concentracao equimolar de
AB (KUEFER et al., 2004), bem como em estudos in vivo (KUROIWA-TRZMIELINA et
al., 2009; de CONTI et al., 2011). Além disso, este efeito ¢ especifico em células pré-
neoplasicas ou neoplasicas e ndo afeta as células consideradas “normais” (KUROIWA-
TRZMIELINA et al., 2009; de CONTI et al., 2011). Assim como o AB, a TB age como
HDACI, promovendo principalmente a hiperacetilacdo da histonas H3K9 especificamente
em LPN, modulando a transcricdo de varios genes, como por exemplo, o aumento da
expressdo do gene p21°P"*(KUROIWA-TRZMIELINA et al., 2009; DE CONTI et al.,
2011).

Assim, torna-se interessante o estudo da associacdo entre TB e SO, uma vez que
sua atividade de HDACI poderia aumentar a eficacia da quimioterapia, e por se tratar de
um agente quimiopreventivo, poderia, junto ao tratamento quimioterapico, prevenir uma
possivel reincidéncia da neoplasia. Nesse sentido, pretende-se avaliar a possivel atividade
anticarcinogénica da TB, associada ou ndo ao SO na etapa de progressdo da

hepatocarcinogénese em modelo de implante singénico com células da linhagem JM-1.
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2. Objetivo
Avaliar a atividade anticarcinogénica da TB, associada ou ndo ao SO em neoplasias

de linhagem de células JM-1 implantadas de modo singénico no flanco de ratos Fischer-
344.
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3. Material e métodos

3.1 Cultura de células JM-1

As células JM-1 foram doadas pelo Prof. G.K. Michalopoulous da Universidade de
Pittisburg, EUA. Estas células foram isoladas de HCC primario de ratos Fischer-344
induzido quimicamente por seu grupo de pesquisa (NOVICKI; JIRTLE;
MICHALOPOULQS, 1983), como demonstrado na Figura 6.

34 3vezes

Figura 6: (A) Foram utilizados ratos Fischer-344. (B) Os animais foram submetidos a
hepatectomia parcial a dois tercos. (C) Ap6s 24 h da hepatectomia, administrou-se
dietilnitrosamina [DEN (70 mg / kg)] por via intraperitoneal. (D) Duas semanas apés a
administracdo de DEN, foi adicionado & &4gua dos animais fenobarbital de sédio (0,1 g / 100 ml).
(E) Dez a doze meses ap0s o tratamento com DEN a maioria dos animais apresentava neoplasias.
(F) As neoplasias hepaticas primarias foram retiradas (G) e transplantadas subcutaneamente nas
regides inguinais de receptores singénicos, removidas e reimplantadas trés vezes da mesma
maneira. (H) Na quarta passagem, as células foram isoladas () e injetadas diretamente no figado
dos animais (J) As neoplasias se desenvolveram no figado, (K) estas foram coletadas e linhagens
celulares foram isoladas, dentre elas, a linhagem JM-1.

As células (Figura 7) foram cultivadas em meio Dulbecco's Modified Eagle
Medium [DMEM (Invitrogen, EUA)], suplementado com soro fetal bovino (Invitrogen,
EUA) a 10% em ambiente controlado (CO, 5%, 37°C). Estas foram tripsinizadas ao atingir
confluéncia de 80% e replicadas para novas garrafas ou congeladas em tubos criogénicos a
uma concentracéo de 1x10° células / ml com 10% de dimetilsufoxido e armazenadas em

N liquido para uso futuro.
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Figura 7: Imagem representativa da cultura de células da linhagem JM-1 em aumento de 100x.

3.2 Ensaio bioldgico

O experimento foi realizado nas dependéncias do Biotério da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo (FCF-USP) / Instituto de Quimica
da Universidade de S&o Paulo, apds a devida aprovacédo do projeto pela Comisséo de Etica
em Experimentacdo Animal (CEUA) da FCF-USP (protocolo CEUA n° 420). Foram
utilizados ratos Fischer-344 machos provenientes do Biotério do Centro Multidisciplinar
para Investigacdo Bioldgica na Area da Ciéncia em Animais de Laboratorio da

Universidade de Campinas.

3.2.1 Padronizacao dos implantes singénicos de células JM-1 em ratos Fischer-344

Para a padronizacdo dos implantes foi realizado um experimento piloto em que
foram testadas as concentracdes de 1x10°, 5x10° e 10x10° células JIM-1 em meio de cultura
DMEM, sem soro fetal, no flanco de ratos Fischer-344 machos com 6 semanas de idade.
As neoplasias originadas de JM-1 eram palpaveis na primeira semana apds o implante e
mensurdveis na segunda semana. Finalmente, os implantes em meio DMEM nas
concentracdes de 5x10° foram escolhidos por apresentarem laténcia intermediaria, sendo,
portanto, mais adequado para 0 experimento.
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Inicialmente, foi proposto tratar os animais por 6 semanas a partir da data em que a
neoplasia atingisse 3 cm®. Porém, as neoplasias das células JM-1, atingiram o volume
limite proposto pelo comité de ética [10% do peso corporeo (p.c.)] antes do final do tempo
de observacdo do experimento. Portanto, foi necessario reduzir o volume da neoplasia para
o inicio do tratamento a 1 cm® e o tempo de tratamento a 4 semanas. Além disso, foi
necessario adotar também o volume da neoplasia como critério de eutanésia. Assim, como
os ratos foram eutanasiados a medida que suas neoplasias atingiam 10% do p. c., estes

apresentaram diferentes tempos de tratamento, o que foi considerado na analise estatistica.

3.2.2 Tratamento das neoplasias de células JIM-1 em ratos Fischer-344

Foram implantadas 5x10° células JM-1 no flanco de 43 ratos Fischer-344 machos
com 6 a 7 semanas de idade com média de peso de 140 g. Ap6s os implantes, 0s animais
foram monitorados até as neoplasias tornarem-se visiveis e mensuraveis.

Os volumes das neoplasias foram mensurados duas vezes por semana com auxilio
de paquimetro digital, utilizando-se a férmula: (comprimento) x (largura)® x 0,4
(LACHENMAYER et al., 2012). Quando as neoplasias atingiram 1 cm?, os animais foram
aleatorizados em 4 grupos experimentais, sendo estes em grupo controle (CO), grupo TB,
grupo SO e grupo associacdo [TB com o SO (AS)]. Os ratos foram tratados por gavagem
diariamente por 4 semanas consecutivas aproximadamente, conforme descrito no Quadro
1.

Grupo Controle (CO) Constituido por ratos Fischer-344 que receberam Maltodextrina
n=12 (300mg/ 100 g p.c. [KUROQIWA-TRZMIELINA et al., 2009]) e
solugdode etanol a 12,5% e Cremofor a 12,5% em agua esteéril)

Grupo Tributirina (TB) Constituido por ratos Fischer-344 que receberam TB (200 my/
n=9 100 g p.c.) e soluc@o de etanol a 12.5% e Cremofor a 12.5% em
agua estéril].
Grupo Sorafenibe (SO) Constituido por ratos Fischer-3-4 que receberam Maltodextrina
n=10 (300 mg/ 100 g p.c.) e tosilato de sorafenibe [(3mg/100gp.c.)

LACHENMAYER, 2012].

Grupo Associacao (AS) Constituido por ratos Fischer-344 que receberam TB (200 mg/ 100
n=10 g p.c) e tosilato de sorafenibe (3mg/100gp.c.)].

Quadro 1: Representacdo esquematica dos grupos experimentais.
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A TB e maltodextrina foram administradas 2 h antes do tratamento com SO e seu
respectivo controle (veiculo + excipiente). Os animais permaneceram em jejum entre 0s

tratamentos.

3.2.3 Eutanasia

Durante o experimento houve varias eutanasias, em decorréncia do volume das
neoplasias atingir o limite proposto pela Comissdo de Etica. No final do periodo de
observacao de 4 semanas, todos os animais foram eutanasiados independente do volume da
neoplasia.

Quando das eutanasias, as neoplasias foram mensuradas e armazenadas em freezer

-80°C ou fixadas em formol tamponado para posterior confec¢do de cortes histologicos.

3.2.4 Variaveis do ensaio bioldgico consideradas nas anélises estatisticas

Uma vez que alguns animais foram eutanasiados durante o experimento & medida
que as neoplasias atingiam 10% do p.c., estes apresentaram diferentes tempos de
tratamento, o que foi considerado como variavel nas analises estatisticas. O tempo de
laténcia da neoplasia até atingir 1 cm?®, idade dos animais, p.c., massa da neoplasia e lote
do animal [foram realizados 4 cortes verticais no experimento a fim de completar o
namero de ratos (n) adequado para o estudo] também foram considerados como variaveis

nas analises estatisticas.

3.3 Avaliacédo do crescimento das neoplasias de células JM-1

A evolucdo do volume das neoplasias foi avaliada pela analise Time-to-event
analysis [Curvas de Kaplan-Meier, teste de Log Rank e regressbes de Cox, Stata 13,
(Statacorp., EUA)] até os implantes alcancarem volume relativo ao p.c. de 5 a 7 %. As
neoplasias que ndo atingiram o volume estabelecido até o fim do periodo de observacéao
foram consideradas como dados censurados.

As curvas de Kaplan-Meier foram comparadas aos pares usando-se para tanto o
teste ndo paramétrico Log-Rank. Para determinar a interferéncia de varidveis ndo
controladas experimentalmente (tempo de laténcia da neoplasia, p.c., idade e lote do
animal) na evolucdo do volume das neoplasias, foram realizadas analises de regresséo de

Cox. Cada variavel de interesse foi avaliada individualmente (analise univariada) para
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determinar o eventual efeito de cada uma delas na evolugdo global do volume das
neoplasias. As anélises estatisticas foram realizadas por profissional em anélise de dados.
Posteriormente foi realizada a avaliagdo da porcentagem de animais que

sobreviveram até o final do periodo de observacao do estudo pelo teste de Qui-quadrado.

3.4 Avaliacéo da massa da neoplasia

As neoplasias foram coletadas no momento da eutanésia e pesadas em balanca de
precisdo (Marte Cientifica - S&o Paulo, Brasil). As comparagdes entre as massas das
neoplasias foram realizadas por analises de covariancia (ANCOVA, Stata 13). A laténcia
da neoplasia, o tempo de tratamento, p.c., a idade e o lote dos animais foram avaliados

como eventuais fatores de interferéncia na massa da neoplasia.

3.5 Avaliacdo semi-quantitativa da area necroética da neoplasia

A analise da area necrotica foi realizada em cortes de tecido neoplasico corados por
hematoxilina e eosina (H&E), e avaliados pelo Professor Dr. Luis Fernando Barbisan do
Departamento de Morfologia da Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho",
que considerou de modo qualitativo o grau de necrose em: <15%, de 15% a 75% e >75%
de area ocupada no corte. As categorias de necrose foram correlacionadas com a massa da

neoplasia pelo teste ndo paramétrico de Spearman e de tendéncia (trend test, Stata 13).

3.6 Avaliacdo quantitativa da area necrdtica da neoplasia

A andlise quantitativa da area necrotica foi realizada em microscépio com platina
motorizada (Imager.M2, Zeiss, Alemanha) acoplado a sistema de anélise de imagens Axio
Vision (Zeiss, Alemanha).

Foram mensuradas a area total e a area viva de cada corte histoldgico. Além disso,
foi realizada uma relacéo de porcentagem entre os dados e estes foram expressos em forma
de gréfico de porcentagem de area necrética. A comparacOes foram analisadas pelo teste
de ANOVA de uma via.

3.7 Determinacéao da concentracéao tecidual de AB e SO

Para a extracdo de AB foram utilizadas amostras de tecido hepatico e neoplasico,

enquanto que para extracdo de SO foram utilizadas apenas amostras de tecido neoplasico.
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A extracao do AB foi conduzida de acordo com estudo anterior (KUROIWA-
TRZMIELINA et al., 2009). Amostras de tecido hepatico e neoplésico foram pulverizadas
em gral de porcelana com N, liquido e homogeneizadas em potter com 10 mM PMSF
(Sigma-Aldrich, EUA) e 50 uL de acido etilbutirico (Sigma-Aldrich, EUA) em
acetonitrila. J& para a extracdo de SO as amostras de tecido neoplésico foram pulverizadas
em gral de porcelana com N, liquido e homogeneizadas em Potter com 10 mM PMSF
(Sigma-Aldrich, EUA) e 50 uL de Imantinibe (Sigma-Aldrich, EUA) em acetonitrila.

Os homogenatos, tanto para a extracdo de AB como para a extracdo de SO, foram
centrifugados a 13.000 g a 4° C durante 15 minutos, e os sobrenadantes foram coletados e
armazenados em vials a -20°C até o momento da injegdo no cromatografo. Foram injetados
2 uL em sistema de cromatografia a gas acoplado a espectrometro de massas GC HP6890
(Agilent, EUA) equipado com coluna CP Wax 58 — FFAP (Varian, 25 m x 0,32 m x 0,2
um). A injecdo foi realizada em modo splitless a 200° C. O gés de arraste foi hélio no fluxo
de 1 mL / minuto. A temperatura do forno foi mantida a 50°C por 3 minutos e elevada a
250°C na razdo de 20°C / minuto. O efluente foi monitorado pelo detector seletivo de
massas HP5973 (Agilent, EUA) com ionizacdo de impacto de elétrons com uma fonte de
fonsa 70 V a 200°C.

Os efeitos dos tratamentos na concentracdo de AB e SO foram avaliados por
modelos lineares generalizados (GLM). Pela distribuicdo dos dados o modelo GLM foi
ajustado com um termo de erro com distribui¢cdo gama (Familia y) e uma funcédo de ligacdo
Logaritmica (Log Link). O tempo de tratamento e a massa da neoplasia foram avaliados
como covariaveis dentro dos modelos e o ajuste foi avaliado pelos parametros “Critério de

informacdo de Akaike” (AIC) e “Critério de informacdo de Bayes” (BIC).

3.8 Imunoistoquimica para CK7, CK8, CK18, CK19, HepPar, Arginase, Proliferating
cell nuclear antigen (PCNA), pERK, H3K9ac e Caspase 3.

Fragmentos representativos de figados e tumores foram rotineiramente processados
para inclusdo em parafina. Apds desparafinizagdo e reidratacdo, foi realizada a recuperacéao
antigénica em camara pascal (Celerus RIPTIDE — Celerus Diagnostics, Estados Unidos)
por trés minutos com tampdo citrato (acido citrico 0,1 M e citrato de sodio 0,1 M).
Posteriormente, as laminas foram lavadas em solugéo salina tamponada com fosfato a 1%
[PBS (NaCl 137mM; Na,HPO4 10mM; KCI 2,68mM; KH,PO, 1,76 mM e agua ultra-pura,
pH 7,4)]. Em seguida, as laminas foram tratadas com peroxido de hidrogénio (H,0;) a 3%

em PBS 1% durante 20 minutos para blogueio da peroxidase endogena. Apos, foi realizado
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0 bloqueio de proteinas inespecificas mergulhando as Iaminas em solucdo de leite em pé
desnatado a 3% (Molico®, Nestlé, Brasil) em PBS 1% durante 1 hora.

Em seguida, as laminas foram incubadas com os anticorpos primarios anti-CK7
(1:200), anti-CK8 (1:100), anti-CK18 (1:100), anti-CK19 (1:200),anti- HepPar-1 (1:50),
Arginase (1:1000), PCNA (1:100), pERK (1:80), H3K9ac (1:100) ou caspase 3 (1:100) em
camara Umida a 4°C durante 16 h e, posteriormente, incubadas com anticorpo secundério
universal biotinilado (anti-mouse/rabbit) (DAKO Dinamarca) por uma hora. Ap6s a
lavagem do anticorpo foi realizada a revelacdo pela diaminobenzidina (DAB) (Sigma —
EUA) por 40 segundos e, contra-colaragdo com hematoxilina de Harris por 60 segundos.
Para a montagem das laminas utilizou-se faramount aqueous (DAKO, Dinamarca).

Entre todas as etapas foram realizadas 3 lavagens de 5 minutos dos cortes em PBS
1%. A especificidade das marcacOes foi controlada subtraindo-se o anticorpo primario e

substituindo-o por albumina sérica bovina em PBS 1%.

3.9 Avaliacdo semi-gquantitativa para CK7, CK8, CK18, CK19, HepPar e Arginase

A andlise das laminas foi realizada em microscopio com platina motorizada
(Imager.M2, Zeiss, Alemanha) acoplado a sistema de analise de imagens Axio Vision
(Zeiss, Alemanha). Os dados morfométricos para a analise semi-quantitativa do grupo CO
referente as proteinas CK7, CK8, CK18, CK19, HepPar-1 e Arginase foram expressos na
forma de Escore de 0 a 5 de acordo com a Tabela 1. Ja para a andlise quantitativa, as
proteinas CK8, CK19, Arginase e pERK foram expressas em porcentagem de area

marcada por area viva do corte.

Tabela 1: Representagdo dos escores em relacdo a porcentagem de células vivas

Escore % de células positivas
0 0
1+ <10
2+ 11a30
3+ 31a50
4+ 51a70
5+ >71
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3.10 Avaliacéo e quantificacdo de CK19, Arginase, CK18 e pERK

A expressdao em nivel proteico da area marcadas para CK19, Arginase, CKS8, e
pERK foi avaliada por meio de marcacdo imunoistoquimica em tecido neoplasico. A
leitura foi realizada medindo-se a &rea viva de pelo menos 10 campos de cada I[amina e em
seguida foi feita a medicdo da area positiva para cada proteina de interesse. O resultado foi
expresso em porcentagem de area positiva em relacdo & area viva. Para tanto, foi utilizado

o0 sistema de andlise de imagem AxioVision 4.8 (Carl Zeiss, Alemanha).

3.11 Avaliacdo e quantificacdo da proliferacao celular

A proliferacdo celular foi avaliada pela contagem de nlcleos PCNA positivos em
fase S (fortemente corados) (FOLEY et al., 1993). A leitura foi realizada percorrendo-se
10 campos por lamina (cerca de 2000 células) e o resultado foi expresso em porcentagem
(indice de proliferacdo celular). Para tanto, foi utilizado o sistema de analise de imagem
AxioVision 4.8 (Carl Zeiss, Alemanha).

3.12 Avaliagéo e quantificagdo de H3K9ac e Caspase 3

A expressao em nivel proteico de células marcadas para H3K9ac e Caspase 3 foi
avaliada por meio de marcacdo imunoistoquimica em tecido neoplasico. A leitura foi
realizada pela contagem de células marcadas percorrendo-se 10 campos por lamina (cerca
de 2000 células), e o resultado foi expresso em porcentagem. Para tanto, foi utilizado o

sistema de analise de imagem AxioVision 4.8 (Carl Zeiss, Alemanha).

3.13 Andlise estatistica da Imunoistoquimica

A escolha do teste estatistico foi baseada nas andlises gréficas da distribuicdo dos
dados e o ajuste dos residuos & normalidade e & homocedasticidade. Apos avaliacdo da
possivel interferéncia das outras variaveis além do tratamento foi escolhido analise de
ANOVA no caso de dados com distribuicdo normal ou Kruskall-Wallis no caso de dados

sem distribuicdo normal. Em seguida foram feitos os pos testes de Tukey e de Dunn
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respectivamente. Em todos os casos foi adotado o nivel de significancia de 5%. O software
utilizado foi o STATISTICA 8.0.

3.14 Extracao de proteina total

Para a obtencdo de extratos protéticos de fracdes celulares, foi utilizado o kit de
extracdo T-PER® (Pierce, EUA), segundo o manual de instrucdes do fabricante. Para
tanto, foram pesados cerca de 50 mg de tecido neoplasico. Em seguida, foi realizada a lise
celular e purificagdo do extrato para obtencdo da fragcdo proteica. Posteriormente, o extrato

foi armazenamento a -80°C.

3.15 Western blot para Caspase 3 clivada e Protein kinase B fosforilada (pAKT)
Ser4d73

As amostras de proteina total foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE), transferidas para membrana de nitrocelulose e
incubadas com os anticorpos anti-pAKT Ser 473 (diluicdo 1:1000; Cell Signaling, EUA) e
anti-Caspase 3 clivada (diluicdo 1:500; Cell Signaling, EUA). Ap6s a incubacdo das
membranas com o0s anticorpos primarios especificos, foi realizada a reagdo com os
anticorpos secundarios 1gG (ECL, Amersham Biosciences, Suécia) e na sequéncia com o
segundo anticorpo primério anti-p-actina (diluigdo 1:10.000), que consiste em controle
constitutivo, seguindo-se novamente a incubacdo com o anticorpo secundario especifico.

Entre todas as etapas foram realizadas trés lavagens de 10 minutos cada, com
tampéo fosfato. A deteccdo dos imunocomplexos ocorreu por quimioluminescéncia com o
conjunto de reagentes especifico (ECL, Amersham Biosciences, Suécia). A intensidade das
bandas foi quantificada em um densitbmetro (Modelo GS-700 Imaging Densitometer,
BIO-RAD, EUA) com software especifico (Molecular Analyst, BIO-RAD, EUA).

As densitometrias das bandas de interesse foram ajustadas pelas densitometrias da
proteina constitutiva e foram comparadas por modelos GLM. As comparacfes dos
tratamentos foram feitas usando o grupo CO como referéncia. A laténcia, o tempo de
tratamento, a massa da neoplasia, a massa corporal e o lote foram avaliados como

eventuais covariaveis que poderiam ter modificado o efeito dos tratamentos.
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4. Resultados

Para a avaliacdo da atividade antineoplasica da TB e do SO isoladamente ou em
associacdo foram utilizados parametros macroscopicos de evolucdo do crescimento das
neoplasias, avaliacdo da porcentagem de animais que atingiram o final do periodo de

observacdo do estudo e avaliacdo da massa neoplasica quando da eutanésia.
4.1 Avaliacéo do crescimento das neoplasias de células IM-1

Em relacdo a evolugdo do crescimento das neoplasias, o tratamento com SO e AS
retardaram significativamente (p<0,05) o crescimento até o volume de 5-7% relativo ao
p.c. quando comparados ao grupo CO. O tratamento com TB ndo apresentou diferenca

(p>0,05) na evolugéo do crescimento da neoplasia em relacéo ao grupo CO (Figura 8).
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Figura 8: Curvas de Kaplan-Meier representando a fracdo de neoplasias com volume menor do
que 5-7% relativo ao p.c. nos animais implantados com células JM-1 dos grupos Controle (n=12),
Tributirina (n=9), Sorafenibe (n=10) e Associacdo (n=12). (*) diferenca em relagdo ao grupo CO
(p<0,05) segundo teste de Log Rank.

Para determinar se houve interferéncia das variaveis nos resultados de evolucdo da
neoplasia foram realizadas analises de regressdo de Cox com os dados de tempo de
laténcia, p.c., idade dos ratos e lote dos animais na evolucdo do volume das neoplasias.
Nesse sentido, estes resultados estdo de acordo com os dados de Kaplan-Meier, onde os
tratamentos com SO e AS retardaram significativamente (p<0,05) o crescimento das
neoplasias em relacdo ao grupo CO. N&o foram observadas diferencas significativas

(p>0,05) entre os grupos TB e CO (Tabela 2).
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Tabela 2. Anélise de regressdo de Cox. Efeito do tratamento e da laténcia no tempo de
crescimento da neoplasia até os implantes atingirem um volume de 5-7% relativo ao p.c.

nos animais implantados com células JM-1.

Univariada Multivariada/
Ajustada
HR (95% CI)  valor de p HR (95% Cl) valor de p
Tratamento
Controle (n=12) - - S i
Tnbutinna (n=9) | 0.71 (0.26-1.93) 0.816 1.09 (0.37-3.22) 0.880
Sorafenibe (n=10) | 0.15 (0.05-0.52) 0.003 0.12 (0.036-0.44) 0.001
Associacdo (n=10) | 0.17 (0.54-0.51) 0.002 0.12 (0.036-0.44) 0.001
Laténcia 0.70 (0.52-0.93) 0.014 0.59 (0.41-0.86) 0.007

As variadveis p.c., idade dos ratos e lote dos animais ndo apresentaram efeito
significativo (p>0,05) no tempo de evolucdo das neoplasias quando analisadas por meio de
modelos univariados de regressdo de Cox adicionais para as variaveis (Tabela 2).

A andlise univariada mostrou efeito significante (p<0,05) na laténcia, sendo que
guanto maior o tempo de laténcia para atingir 1 cm®, menor foi o crescimento da neoplasia
por unidade de tempo [Hazard Ratio (HR)=0,70; p=0,014]. Ajustando-se o efeito do
tratamento no tempo de evolugdo das neoplasias pela laténcia, ndo se observaram

alteracdes significativas (p>0,05) no tratamento dos animais (Tabela 2).

4.2 Avaliacdo da porcentagem de animais que atingiram o final do periodo de

observacao do estudo (28 dias)

Uma vez que as neoplasias de implante de células JM-1 apresentaram crescimento
acelerado, foi necessario realizar eutanasias ao longo dos 28 dias de tratamento de acordo
com o volume das neoplasias. Os animais foram eutanasiados quando as neoplasias
atingiam 10% do p.c., limite estabelecido pela Comissdo de Etica em Pesquisa. Assim, foi
realizada uma analise da porcentagem de animais que atingiram o final do periodo de

observacdo (Figura 9).
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No grupo CO, apenas 8% dos animais atingiram o final do estudo. Ja no grupo TB
esse nimero aumentou para 43% e no grupo SO para 90%. Foi observado que no grupo AS
100% dos animais sobreviveram até o final do estudo. Nesse sentido, pode ser observado
que os grupo SO e AS apresentaram maior (p<0,05) porcentagem de animais que

sobreviveram até o fim do periodo quando comparados ao grupo CO.
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Figura 9: Porcentagem de animais que atingiram o final do periodo de observacdo do estudo (28
dias). CO = Grupo Controle (n=12), TB = Grupo Tributirina (n=9), SO = Grupo Sorafenibe (n=10),
AS = Grupo Associacdo (n=12). *Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) quando
comparado com o grupo CO segundo teste Qui-quadrado.

4.3 Massa da neoplasia

Além do desenvolvimento, também foi avaliada a massa da neoplasia logo apés a
eutanasia como parametro da eficacia dos tratamentos. Os grupos SO e AS apresentaram
menor (p<0,05) massa da neoplasia em comparacdo ao grupo CO. Ja o grupo TB néo
apresentou diferenca (p>0,05) da massa da neoplasia em relagdo ao grupo CO (Figura 10).
O tempo de laténcia da neoplasia, p.c., idade, lote do animal e o tempo de tratamento nao
interferiram significativamente (p>0,05) no efeito dos tratamentos em relagdo a massa das

neoplasias.
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Figura 10: Imagens representativas das neoplasias de implantes com células JM-1 nos grupos (A)
CO = Grupo Controle (n = 12), (B) TB = Grupo Tributirina (n = 9), (C) SO = Grupo Sorafenibe (n
= 10), (D) AS = Grupo Associacao (n = 12); (E) Efeito dos tratamentos na massa neoplasica em
implantes com células JM-1. O efeito dos tratamentos foi avaliado com analise de covariancia
(ANCOVA) e as comparagOes entre 0s grupos de tratamento foram feitas com o ajuste de Sidak
para comparagdes multiplas. As barras representam a média da massa da neoplasia + erro padréo
da média (EPM). * Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) quando comparado com o
grupo CO.

4.4 Andlise histologica — avaliagdo da area necrotica

Os implantes de células neoplésicas hepaticas das linhagens JM-1 no flanco dos
animais, levaram ao desenvolvimento de massas neoplasicas de crescimento expansivo
com invasao de tecidos adjacentes, que frequentemente ocasionavam ulceragdes na pele.

Pode-se observar que as células neoplasicas apresentam aspecto poligonal e
morfologia semelhantes as de hepat6citos, como em HCCs convencionais (Figura 11 - A e
B). Areas de necrose (Figura 11 - C), mitoses e apoptoses estavam presentes em todas as
amostras neoplasicas analisadas. Ndo foram observadas metastases em quaisquer um dos
animais deste estudo. Na anélise histologica das neoplasias foram observadas extensas

areas de necrose que variaram entre 10 a 85% da massa neoplasica.
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Figura 11: Fotomicrografias representativas de (A) Aspecto morfolégico geral dos implantes com
células JM-1; (B) Detalhes morfolégicos mostrando caracteristicas das células neoplésicas com
aspecto poligonal sugerindo a organizagdo hepatocitica convencional; (C) Campo microscépico
mostrando area necroética (campo inferior direito). Foi utilizado o sistema de analise de imagem
AxioVision 4.8 (Carl Zeiss, Alemanha).
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A andlise semi-quantitativa da &rea necrotica demonstrou uma reducdo do
percentual de necrose no grupo TB e um aumento nos grupos SO e AS, porém as

diferencas ndo foi estatisticamente significante (p>0,05) (Figura 12).
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Figura 12: Porcentagem de animais com &rea de necrose inferior a 15%, de 15% a 75% ou
superior a 75%. CO = Grupo Controle (n = 12), TB = Grupo Tributirina (n = 9), SO = Grupo
Sorafenibe (n = 10), AS = Grupo Associacdo (n = 10). As comparac6es foram feitas com modelos
GLM.

Foi observada correlacdo inversa entre a massa da neoplasia e a area necrotica
(Figura 13), ou seja, quanto maior o tamanho da neoplasia, menor a extenséo da necrose,
independente do tratamento.
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Massa da neoplasia

o

<1.:S% 15-;5% >75

Necrose
Figura 13: Correlagdo da necrose com a massa da neoplasia. O grafico de dispersdo mostra a
correlacdo inversamente proporcional (P=Rho=-0,423; p=0,003) entre as categorias de necrose e a
massa da neoplasia. Cada ponto representa um animal e a linha corresponde a curva de melhor
ajuste. CO = Grupo Controle (n = 12), TB = Grupo Tributirina (n = 9), SO = Grupo Sorafenibe (n =
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10), AS = Grupo Associac¢do (n = 10). A correlagdo foi avaliada pelo teste ndo paramétrico de
Spearman.

Assim, foi realizada uma anélise quantitativa da porcentagem de necrose em
relacdo a area viva, onde a TB apresentou valores inferiores ao grupo CO. Ja os grupos SO
e AS apresentaram valores maiores em relacdo ao grupo CO (Figura 14). No entanto,

essas diferencas ndo foram estatisticamente significantes (p>0,05).
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Figura 14: Porcentagem de necrose em relacdo a area viva do corte histolégico. CO = Grupo
Controle (n=12); TB = Grupo Tributirina (n=10); SO = Grupo Sorafenibe (n=12); AS = Grupo
Associacdo (n=12). Nao houve diferenca significante entre os grupos (p>0.05) segundo teste de
ANOVA de uma via.

4.5 Concentracao tecidual de AB e SO

Uma vez que a TB é um pré-farmaco do AB, foi avaliada a concentracdo tecidual
hepatica e neoplasica de AB em todos 0s grupos experimentais.

No figado, os grupos que receberam TB (grupo TB e AS) apresentaram maior
(p<0,05) concentracdo tecidual de AB em relacdo ao grupo CO, como esperado. No
entanto, os animais do grupo SO também apresentaram maior (p<0,05) concentracao

tecidual de AB quando comparado aos animais do grupo CO (Figura 15).
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Figura 15: Concentragdo de acido butirico no figado de animais dos grupos CO = Grupo Controle
(n=4), TB = Grupo Tributirina (n=4), SO = Grupo Sorafenibe (n=4), AS = Grupo Associagdo
(n=4). Os dados foram avaliados por GLM (distribuicdo gama, funcdo de ligacdo log). As barras
representam a média da massa da concentracdo de acido butirico no figado + EPM. * Diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) quando comparado com o grupo CO.

Na neoplasia, 0s grupos TB e SO apresentaram maiores (p<0,05) concentragdes
teciduais de AB quando comparados ao grupo CO. Porém, ndo houve diferenca (p>0,05)
na concentracdo de AB nas neoplasias do grupo AS quando comparadas as do grupo CO
(Figura 16).
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Figura 16: Concentracdo de &cido butirico na neoplasia. CO = Grupo Controle (n=4), TB = Grupo
Tributirina (n=4), SO = Grupo Sorafenibe (n=4), AS = Grupo Associacdo (n=4). Os dados foram
avaliados por GLM (distribuicdo gama, funcdo de ligacdo log). As barras representam a média da
concentragcdo de acido butirico na neoplasia £+ EPM.* Diferenga estatisticamente significativa
(p<0,05) quando comparado com o grupo CO.
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Além disso, em relagdo a concentracdo tecidual de AB, foi observada uma
correlagéo positiva (p<0,05) entre ambos os tecidos, ou seja, quanto maior a concentragao

de AB no figado, maior a concentracdo de AB na neoplasia (Figura 17).
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Figura 17: Correlacdo positiva entre a concentracdo de &cido butirico no figado e na neoplasia
(r=0,4364; p=0,0053). A associacdo entre as concentracdes de AB foi avaliada por correlacdes de
Pearson. Cada ponto representa um animal e a linha reta corresponde a curva linear de melhor
ajuste. No gréafico de dispersdo se mostram as linhas correspondentes a intervalo de 95% de

confianga (C195).

As diferencas observadas nas concentracdes de AB, tanto no figado quanto na
neoplasia em cada tratamento, sdo independentes das covariaveis p.c., idade, lote e laténcia
(p>0,05).

Uma vez obtidos os resultados da concentracdo de AB no figado e na neoplasia,
esses dados foram adicionados como covaridveis na analise de COX, a fim de avaliar se a
concentracéo tecidual de AB interferiria na massa das neoplasias. Foi observado que esses
dados ndo interferiram no efeito dos tratamentos, ou seja, fica invariavel a relagdo ja
observada de menor massa das neoplasias nos grupos SO e AS (p<0,05) quando
comparadas ao grupo CO. Assim como a diferenca ndo significante (p>0,05) da TB
também em relagdo ao CO.

Também foram avaliadas as concentragdes teciduais de SO na neoplasia. Como
esperado, os grupos que ndo receberam SO (CO e TB) ndo apresentavam quantidades de
SO detectaveis na neoplasia e os grupos tratados com SO (SO e AS) tiveram aumento
(p<0,05) das concentracOes teciduais de SO na neoplasia em relacdo ao grupo CO. No
entanto, o grupo AS apresentou uma concentracdo tecidual de SO na neoplasia 5 vezes

maior do que o grupo SO (Figura 18).
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Figura 18: Concentracdo de sorafenibe na neoplasia de animais dos grupos CO = Grupo Controle
(n=4), TB = Grupo Tributirina (n=4), SO = Grupo Sorafenibe (n=4), AS = Grupo Associa¢do
(n=4). As barras representam a média de pg de SO / g de tecido neoplasico £ EPM. * Diferenca
estatisticamente significativa (p<0,001) gquando comparado com o grupo SO, segundo Test t de
Student.

4.6 Avaliacdo semi-quantitativa de CK7, CK8, CK18, CK19, HepPar-1 e Arginase

dos animais do grupo CO

Com o proposito de melhor caracterizar as neoplasias de células JM-1, foi realizada
analise imunoistoquimica semi-quantitativa para avaliacdo das proteinas CK7, CKaS,
CK18, CK19, HepPar-1 e Arginase nos animais do grupo CO (Figura 19 e Tabela 3).

As neoplasias de células JM-1 do grupo CO foram negativas para HepPar-1. No
entanto, foram positivas para CK 7 (média do escore: 3,42), CK8 (média do escore: 4,67),
CK18 (média do escore: 0,75), CK19 (média do escore: 3) e Arginase (média do escore:
1,17).
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Figura 19:Avaliacdo semi-quantitativa das proteinas CK7, CK8, CK18, CK19, HepPar-1 e
Arginase do grupo CO (n=12). Escore 0 representa 0% de células positivas; escore 1 representa <
10% de células positivas; escore 2 representa 11 a 30% de células positivas; escore 3 representa 31
a 50% de células positivas; escore 4 representa 51 a 70% de células positivas e escore 5 representa

>71% de células positivas.

Tabela 3. Avaliacdo semi-quantitativa das proteinas CK7, CK8, CK18, CK19, HepPar-1 e

Arginase do grupo CO

CK7 (%) CK8 (%) CK18 (%) CK19 (%) HepPar-1 (%) | Arginase (%)
0 0 0 33 0 100 83
1 0 0 50 0 0 17
g 2 8 0 17 16,5 0 0
E 3 58 0 0 67 0 0
4 17 33 0 16,5 0 0
5 17 67 0 0 0 0

4.7 Marcagado imunoistoquimica para CK19

Foi realizada analise quantitativa de CK19 em todos 0s grupos experimentais. Os

tratamentos com TB, SO e AS apresentaram menor (p<0,05) porcentagem de area positiva

para CK19 em relagéo ao grupo CO (Figura 20).
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Figura 20: Porcentagem de area positiva para CK19 em relagdo a area viva. CO = Grupo Controle
(n=6), TB = Grupo Tributirina (n=6), SO = Grupo Sorafenibe (n=6), AS = Grupo Associagdo
(n=6). As barras representam a média da porcentagem de area positiva para CK19 em relagéo a
area viva £ EPM * Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) quando comparado com o
grupo CO, segundo ANOVA seguido do teste de Tukey.

4.8 Marcacdo imunoistoquimica para Arginase

Os grupos SO e AS apresentaram aumento na porcentagem de area positiva para
Arginase, sendo que o tratamento com SO aumentou a marcagdo de Arginase em 37,55 e
AS em 77%. No entanto, esses dados ndo foram estatisticamente significantes (p>0,05)
(Figura 21).
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Figura 21: Porcentagem de area positiva para Arginase em relagdo a area viva. CO = Grupo
Controle (n=6), TB = Grupo Tributirina (n=6), SO = Grupo Sorafenibe (n=6), AS = Grupo
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Associacdo (n=6). As barras representam a média da porcentagem de area positiva para Arginase
em relacdo a area viva = EPM. Foi realizado teste de Kruskal-Wallis.

4.9 Marcac¢do imunoistoquimica para CK8

Os tratamentos com SO e AS reduziram significativamente (p<0,05) a porcentagem
de area positiva para CK8 em relacéo ao grupo CO. O grupo TB ndo apresentou diferenca

estatistica (p>0,05) em rela¢do ao CO (Figura 22).
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Figura 22: Porcentagem de &rea positiva para CK8 em relagdo a area viva. CO = Grupo Controle
(n=6), TB = Grupo Tributirina (n=6), SO = Grupo Sorafenibe (n=6), AS = Grupo Associa¢do
(n=6). As barras representam a média da porcentagem de area positiva para CK8 em relacdo a area
viva £ EPM * Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) quando comparado com o grupo
CO, segundo teste ANOVA seguido do teste de Tukey.

4.10 Analise da Proliferacéo celular

A proliferacdo celular foi avaliada pela contagem de ndcleos PCNA positivos em
fase S (fortemente corados) (FOLEY et al., 1993). Os grupos TB, SO e AS apresentaram
(p<0,05) menor indice de proliferacdo celular em relagdo ao grupo CO, sendo que essa
reducdo foi de 84% apds tratamento com TB e de 74% apoOs administracdo de SO e AS
(Figura 23).
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Figura 23: indice de proliferacdo celular. CO = Grupo Controle (n=6), TB = Grupo Tributirina
(n=6), SO = Grupo Sorafenibe (n=6), AS = Grupo Associa¢do (n=6). As barras representam o
indice de proliferagdo celular £ EPM.* Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) quando
comparado com o grupo CO, segundo teste ANOVA seguido do teste de Tukey.

4.11 Marcacao imunoistoquimica para pERK

Em relacdo a area positiva para pERK, os tratamentos com SO e AS reduziram
(p<0,05) a porcentagem de area positiva em relacdo a area total viva quando comparados
ao CO, sendo que o grupo SO apresentou reducdo de 67% e o grupo AS de 78%. A
reducdo de pERK pelo grupo TB ndo foi estatisticamente significante (p>0,05) (Figura
24).
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Figura 24: Porcentagem de area positiva para pERK em relagéo a area viva. CO = Grupo Controle
(n=6), TB = Grupo Tributirina (n=6), SO = Grupo Sorafenibe (n=6), AS = Grupo Associac¢do
(n=6). As barras representam a média da porcentagem de area positiva para pERK em relacdo a
area viva £+ EPM * Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) quando comparado com o
grupo CO, segundo teste ANOVA seguido do teste de Tukey.

4.12 Marcacao imunoistoquimica para Caspase 3 clivada

Os animais tratados com TB apresentaram maior (p<0,05) indice de celulas
positivas para caspase 3 clivada em relagdo aos animais do grupo CO. Os grupos SO e AS
ndo apresentaram diferenca estatisticamente significante (p>0,05) em relacéo ao grupo CO
(Figura 25).
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Figura 25: indice de células positivas para caspase 3 clivada. CO = Grupo Controle (n=6), TB =
Grupo Tributirina (n=6), SO = Grupo Sorafenibe (n=6), AS = Grupo Associacdo (n=6). As barras
representam o indice de células positivas para caspase 3 clivada + EPM. * Diferenca em relagdo ao
CO (p<0,05), segundo teste ANOVA seguido do teste de Tukey.

4.13 Western blot para Caspase 3 clivada

Além da caspase 3 clivada ser avaliada pela técnica de imunoistoquimica, também
foi avaliada por Western Blot. Nesse estudo, o grupo TB apresentou maior (p<0,05)
concentracdo de caspase 3 clivada quando comparado com o grupo CO. Ja os grupos SO e
a AS néo apresentaram diferencas (p>0,05) em relacdo ao grupo CO (Figura 26). As
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covariaveis p.c., idade, lote e laténcia ndo interferiram estatisticamente com o efeito dos

tratamentos, assim, ndo foram necessarios ajustes.

A

Caspase 3 clivada
19KDae 17KDa

S ———— W -ctina 42 KDa

CO TB SO AS

1,4 4 *

0,8

le Caspase 3 clivada

azao d

0,4

R

0,2

CcO B SO AS

Figura 26: Expressdo em nivel proteico de caspase 3 clivada. CO = Grupo Controle (n=6), TB =
Grupo Tributirina (n=6), SO = Grupo Sorafenibe (n=6), AS = Grupo Associacdo (n=6). (A)
Imunoblots. As concentragdes de caspase 3 clivada foram normalizados pela expressdo da -
Actina. (B) Razdo de caspase 3 clivada em relacdo a B-Actina. As barras representam a média da
razdo de caspase 3 clivada £ EPM. * Diferenca em relagdo ao CO (p<0,05) avaliada por GLM.

4.13 Marcagdo imunoistoquimica para H3K9 acetilada

Os animais tratados com TB apresentaram maior indice de células positivas para
H3K9 acetilada (p<0,05) em relacdo ao grupo CO. N&o houve diferenca significativa
(p>0,05) dos grupos SO e AS guando comparados ao grupo CO (Figura 27).
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Figura 27: indice de células positivas para H3K9 acetilada. CO = Grupo Controle (n=6), TB =
Grupo Tributirina (n=6), SO = Grupo Sorafenibe (n=6), AS = Grupo Associa¢cdo (n=6). As barras
representam o indice de células positivas para H3K9 acetilada + EPM. * Diferenca em relagdo ao
CO (p<0,05), segundo teste de Kruskal-Wallis seguido de teste Dunn.

4.14Western Blot para pAKT

Os animais tratados com TB apresentaram menor (p<0,05) expressdo em nivel
proteico de pAKT Ser473 quando comparada com os animais do grupo CO. Nesse sentido,
0s grupos SO e a AS nédo apresentaram diferencas (p>0,05) em relacdo ao grupo CO
(Figura 28).
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Figura 28: Expressdao em nivel proteico de pAKTSer 473. CO = Grupo Controle (n=6), TB =
Grupo Tributirina (n=6), SO = Grupo Sorafenibe (n=6), AS = Grupo Associacdo (n=6). (A)
Imunoblots. As concentracGes de pAKT (Ser 473) foram normalizados pela expressdo da p-Actina.
(B) Razdo de pAKT em relacdo a B-Actina. As barras representam a média da razdo de pAKT +
EPM. *Diferenga em relagdo ao CO (p<0,05) avaliada por GLM.
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5. Discussao

Apesar do grande ndmero de estudos referente ao tratamento do HCC, n&o existe
uma terapia sistémica efetiva para pacientes com essa doenca em estagio avancado
(ZANG, 2010). Além disso, o0 HCC ¢é frequentemente acompanhado de uma disfuncéo
hepética, o que dificulta a metabolizacdo de farmacos (CIDON, 2017).

O tratamento farmacoldgico de primeira escolha para 0 HCC avancado é o SO, um
quimioterapico inibidor de multiquinases (WILHELM et al., 2008). No entanto, €
considerado um tratamento paliativo, uma vez que € capaz de aumentar a sobrevida de
pacientes em apenas 3 meses (LLOVET et al., 2008; GAUTHIER e HO, 2013).

Foram realizados estudos comparando a atividade quimioterapica do SO e outros
farmacos (JOHNSON et al., 2013; CAINAP et al., 2015). O Brivanib apresentou atividade
antineoplasica semelhante ao SO, porém este Gltimo mostrou menos efeitos colaterais,
sendo melhor tolerado (JOHNSON et al, 2013). J& o tratamento com Linifanib resultou em
tempo de sobrevida similar ao SO, porém, este Gltimo mostrou-se mais seguro (CAINAP et
al., 2015). Além disso, foi realizado um estudo da associacdo do SO com outro
quimioterapico, o Erlotinib. No entanto, observou-se que a associacdo destes farmacos nao
aumentou a sobrevida de pacientes com HCC. Assim, o SO continua a ser o tratamento de
primeira escolha para o HCC avangado (ZHU et al., 2015). Dessa forma, séo realizados
cada vez mais estudos de associacdo do SO com outros compostos a fim de aumentar a
eficacia quimioterapica (GAUTHIER e HO, 2013).

Neste estudo, avaliou-se a eficacia do tratamento com SO associado a TB, um pro-
farmaco do AB com atividade quimiopreventiva comprovada (WATKINS et al., 1999;
WALKER et al., 2001; KUEFER et al., 2004; CANANI et al., 2011; ANDRADE et al.,
2012). Foi utilizado um modelo de xenoenxerto com células JM-1 em ratos Fischer-344.
Essas células foram isoladas de HCC primario de ratos Fischer-344, constituindo assim um
implante singénico. Além disso, a sensibilidade das mesmas a acdo quimioterapica do SO
ja foi comprovada em estudos anteriores (WElI et al., 2010).

Os resultados macroscopicos desse experimento comprovam que tanto o tratamento
com SO quanto com a AS foram capazes de retardar o crescimento da neoplasia e reduzir a
massa neoplésica, apresentando efeito quimioterapico semelhante.

Estudos in vivo com camundongos avaliaram a eficacia antineoplésica do SO no
tratamento de diferentes tipos de neoplasias. Em modelos de xenoenxerto, o tratamento
com tosilato de SO inibiu o crescimento de melanomas originados de células UACC 903 e
1205 (SHARMA et al., 2005), neoplasias de pulméo de células H460 e A549, neoplasias
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de mama originadas de células MDA-MB-231 em 42% (WILHELM, 2004), neoplasias
renais originadas de células 786-O (CHANG, 2007) e células Renca e neoplasias de célon
originadas de células HCT-116 (WILHELM e CHIEN, 2002; WILHELM, 2004).

Em neoplasias de figado, constatou-se que 10 mg / kg de tosilato de SO foram
capazes de inibir em 49% o crescimento de neoplasias de células de HCC humano
PLC/PRF/5 implantadas no flanco de camundongos. Na dosagem de 30 mg / kg, o tosilato
de SO inibiu completamente o crescimento tumoral. Ja na dosagem de 100 mg / kg, este
farmaco além de inibir o crescimento tumoral, também induziu regressdes tumorais
parciais em 50% dos camundongos (LIU et al., 2006).

Além disso, outro estudo demonstrou que o tratamento com SO inibiu o
crescimento de neoplasias de HCC ortotopicas de células JM-1 em ratos (WEI et al.,
2010). Assim, os resultados de evolucdo e massa da neoplasia do presente experimento
estdo de acordo com a literatura onde se conclui que tratamento com SO é eficaz na
reducdo do crescimento da neoplasia e, neste experimento, a associacdo de TB e SO
apresentou atividade anticarcinogénica semelhante ao SO.

Também foi avaliada neste estudo a porcentagem de animais que atingiram o final
do periodo de observacdo, uma vez que as neoplasias atingiam frequentemente o volume
limite proposto pelo comité de ética antes do fim do periodo do estudo. Assim, 0s animais
foram eutanasiados no decorrer do experimento. Foi constatado que os tratamentos com
TB e SO, quando administrados isoladamente, foram capazes de aumentar a sobrevida dos
animais. Além disso, quando estes compostos foram administrados em associacdo, a taxa
de animais que atingiram o final do periodo de observacdo do estudo foi de 100%, um
aumento de 12,5 vezes em relacdo aos animais do grupo CO.

Estudos da associagdo do SO com outros tratamentos vém sendo realizados a fim
de aumentar a sobrevida do paciente. Quando associado a quimioembolizacéo transarterial,
foi observado um aumento de 80% (18 meses) na média de sobrevida dos pacientes em
relacdo aos que foram tratados apenas com quimioembolizacdo (HUANG et al., 2017). O
resultado da porcentagem de animais que atingiram o fim do periodo de observacdo, desse
experimento, sugere que o tratamento com a associacdo de TB e SO poderia melhorar a
sobrevida dos animais. Dessa forma, propde-se que a a¢do da associacgao entre a TB e SO
na sobrevida dos animais com HCC poderia ser um mecanismo a ser melhor explorado.

Outro parametro avaliado neste trabalho foi a necrose. O papel da necrose como
indicador da efetividade da quimioterapia ndo é bem estabelecido, uma vez que células que

sofrem esse processo perdem a integridade da membrana celular, de modo que os materiais

61



intracelulares s&o liberados para o meio extracelular, resultando em respostas
inflamatorias. Nesse sentido, a consequente inflamagdo local poderia promover o
crescimento da neoplasia (OUYANG et al., 2012).

Por outro lado, descreve-se que a morte celular por necrose também representa um
mecanismo a ser explorado para eliminar células neoplésicas (OUYANG et al., 2012).
Desse modo, acredita-se que a utilizagdo da necrose neoplasica como parametro de
avaliacdo da eficacia quimioterapica com SO em HCC, demanda uma investigacdo mais
aprofundada (SPIRA et al., 2011).

Apesar de alguns trabalhos demonstrarem que o tratamento com SO induz a
necrose (WILHELM et al., 2004; CHANG et al., 2007), no presente estudo, os tratamentos
ndo interferiram significativamente com a porcentagem de area necrotica da neoplasia. No
entanto, os resultados de correlacdo entre a massa da neoplasia e a area necrética
demonstram uma correlagdo negativa, ou seja, quanto menor a area da neoplasia maior a
extensdo da necrose. Esse resultado foi independente do tratamento administrado. Assim,
sugere-se que, neste modelo, a necrose possa ter contribuido para a reducéo das neoplasias.

Também foram avaliadas as concentragdes teciduais dos tratamentos. Uma vez que
a TB é um pro-farmaco do AB, foi avaliada a concentracgdo tecidual de AB no figado e na
neoplasia proveniente do implante subcutaneo de células JM-1 em ratos Fischer-344.

De acordo com a definicilo de ADRIEN ALBERT (1958), pro-farmacos sao
moléculas que podem ser clivadas e fornecer o farmaco para o organismo. Além disso,
podem melhorar as caracteristicas farmacocinéticas e farmacodindmicas, bem como,
aumentar a estabilidade quimica e a solubilidade do farmaco.

A TB pode ser administrada por via oral e fornece concentracdes significativas de
AB no figado, como demonstrado em estudos anteriores pelo nosso grupo em fases pré-
neoplasicas da hepatocarcinogénese (KUROIWA-TRZMIELINA et al., 2009; de CONTI
etal., 2011; GUARIENTO et al., 2014).

Os grupos TB, SO e AS apresentaram maior concentragdo tecidual de AB no
figado quando comparados ao grupo CO. Assim, de forma inesperada, sugere-se que o0 AB
presente no grupo SO tenha sido proveniente, do mesmo modo que no grupo CO, da
fermentacdo de fibras alimentares, e que, 0 aumento de AB em relagdo ao grupo CO seja
devido a uma eventual interferéncia do SO na via do metabolismo e/ou absorgédo do AB.

No entanto, os resultados da concentracdo tecidual de AB na neoplasia apresentam
um padrdo diferente do figado. Os grupos TB e SO apresentam maiores concentracoes

teciduais de AB na neoplasia em relacdo ao grupo CO, porém os animais tratados com a

62



AS ndo apresentaram diferenca quando comparados aos animais do grupo CO. Assim, €
possivel que o SO presente no grupo AS interfira na disponibilidade do AB para a
neoplasia e que a atividade anticarcinogénica observada no grupo AS, seja apenas
proporcionada pelo tratamento com SO. No entanto, sdo necessarios mais estudos para
melhor avaliar essa eventualidade.

Foi também determinada nesse estudo a concentracdo tecidual de SO na neoplasia
e, como esperado, 0s animais tratados com SO e AS apresentaram maiores concentracfes
teciduais de SO na neoplasia em relacao aos animais do grupo CO. No entanto, o grupo AS
apresentou cinco vezes mais SO na neoplasia do que o grupo SO. Assim, sugere-se que 0
AB, produto da clivagem de TB no intestino, tenha um papel crucial no aumento das
concentracdes teciduais de SO na neoplasia, uma vez que, o AB poderia aumentar a
permeabilidade intestinal (CANANI et al., 2011) e a solubilidade do SO é maior em pH
acido (KEATING e SANTORO, 2009).

O AB é produto da fermentacdo de fibras alimentares por bactérias intestinais.
Dessa forma, a reducdo de bactérias intestinais leva a reducdo na producdo de AB. Foi
comprovado que a coadministracdo de SO e Neomicina, antibiotico que causa alteracGes
na microflora gastrointestinal, reduziu a exposicdo média de SO em 54% (JAIN et al.,
2011). Assim, especula-se que a reducdo da exposicdo média de SO quando
coadministrado com Neomicina seja devido as baixas concentracdes de AB no intestino,
reduzindo assim a permeabilidade intestinal e/ou a solubilidade do SO.

Além disso, a TB pode ser utilizada como veiculo para solubilizacdo de farmacos
(KANG et al., 2012). Um estudo demonstrou que a solubilidade de determinados farmacos
tende a ser maior com triacilglicerois de cadeia curta em comparacao aos de cadeia média
e longa (BUYUKOZTURK et al., 2010). Quando associada ao Celecoxib, a solubilidade
deste em emulséo de TB foi de aproximadamente 39,6, 8,5 e 9,7 vezes maior do que a do
6leo de soja, o 6leo de ricino e Labrafac® (emulséo lipidica utilizada como veiculo para
farmacos), respectivamente (KANG et al., 2012).

Levando-se em conta a semelhanca na solubilidade das moléculas de SO e
Celecoxib, € provavel que a coadministracdo de SO e TB aumente a solubilidade do SO.
Nesse sentido, sugere-se no presente estudo que a TB possa ter aumentado a solubilidade
do SO e/ou a permeabilidade intestinal, aumentando assim, a absor¢éo e biodisponibilidade
do SO. Além disso, sugere-se que a associacdo de TB e SO permita que as mesmas
concentragOes efetivas de SO alcancem a neoplasia com a administracdo de uma menor

dosagem de SO.
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Outro fator interessante da associacdo da TB com o SO que se pretende avaliar em
futuras andlises é a relacdo de AB e CYP3A4. A CYP3A4 é uma enzima do citocromo
P450 presente em células intestinais e hepaticas. E considerada a principal enzima
envolvida na metabolizacdo do SO e formacdo do metabdlito SO N-6xido, metabdlito ativo
com potencial ainda maior do que o farmaco original. Foi observado que a agdo de HDACI
do AB ¢ capaz de ativar a transcricdo de CYP3A4 em células intestinais caco. Assim,
dados da literatura sugerem que além da associacdo de TB e SO poder aumentar a
solubilidade do SO e/ou permeabilidade intestinal, existe a possibilidade de que esta
associagao aumente a metabolizacdo desse farmaco, gerando um metabolito mais ativo do
que o farmaco original (GHASSABIAN et al., 2012).

A fim de melhor caracterizar as neoplasias de células JM-1, foram inicialmente
realizadas analises imunoistoquimicas nas neoplasias dos animais do grupo CO. Os
resultados demonstram expressdo caracteristica de neoplasias pouco diferenciadas, uma
vez que ndo ha a expressdo de HepPar-1, marcador de diferenciacdo celular (SHIRAN,
2006) e pouca expressdo de Arginase, também considerado um marcador de diferenciacao
celular, porém mais sensivel que HepPar-1 em HCCs pouco diferenciados (YAN, 2010).
Além disso, observou-se que as neoplasias foram positivas para CK7, CK8, CK18, e
CK19, combinacdo de marcadores presentes em células progenitoras hepéticas
(FELDSTEIN e GORES, 2004).

Além da caracterizacdo das neoplasias do grupo CO, foi realizada analise
imunoistoquimica quantitativa para as proteinaa CK19, Arginase e CK8. No presente
estudo, os tratamentos com TB e SO, isolados ou em associacdo, foram capazes de reduzir
0s niveis de CK19.

A CK19 é uma proteina do citoesqueleto celular presente em células hepaticas
progenitoras e colangiocitos. Quando a célula hepatica progenitora se diferencia em
hepatdcito a expressdo de CK19 é inibida e a célula comeca a expressar outras proteinas
como a HepPar-1, sendo esta considerada um marcador de diferenciacdo celular. Assim,
em um estudo realizado com figados de cdes demonstrou-se que 100% dos hepatocitos de
um figado normal se apresentaram positivos para HepPar-1, enquanto que ndo houve a
expressao de CK19 (VAN SPRUNDEL et al., 2010).

Além disso, 0 mesmo estudo avaliou a expressdao de HepPar-1 em neoplasias
positivas ou negativas para CK19. As neoplasias CK19 negativas mostraram-se fortemente
positivas para HepPar-1, enquanto que neoplasias com taxas superiores a 10% de marcacéo

para CK19 tinham a expressdo de HepPar-1 completamente silenciada (VAN SPRUNDEL
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et al., 2010). Dessa forma, os dados de caracterizacdo das neoplasias do grupo CO deste
experimento estdo de acordo com a literatura, onde as neoplasias de células JM-1
apresentavam escore de 3+ para CK19 e escore 0 para HepPar-1.

A reduzida taxa de diferenciacdo celular das neoplasias CK19 positivas tem
importantes consequéncias clinico-patologicas, como maior taxa de metastases e pior
prognostico do HCC (KOWALIK et al., 2015). Além disso, até mesmo quando as
neoplasias CK19 positivas sdo diagnosticadas em fases iniciais, quando o paciente é
candidato a tratamentos como a resseccao cirdrgica ou ablacdo por radiofrequéncia, a taxa
de reincidéncia de uma segunda neoplasia primaria € maior para esses pacientes em
comparagao a pacientes com neoplasias CK19 negativas. J& para os pacientes que ndo se
enguadram em tratamentos cirurgicos, a presenca de CK19 foi relacionada a menor
sobrevida (VAN SPRUNDEL et al., 2010).

Foi demonstrado que a reducgdo da expressdo de CK19 em 5% ja tem impacto no
prognostico do paciente (DURNEZ et al., 2006). Além disso, células neoplasicas
silenciadas para CK19 demonstraram significante reducdo da invasdo celular e as
neoplasias apresentaram-se mais sensiveis a acdo de farmacos antineoplasicos, como o SO
(GOVAERE, 2014). Assim, o estudo de compostos que reduzem a expressdo de CK19 e
induzem a diferenciacdo celular sdo de extrema importancia para o prognéstico do
paciente. No presente estudo, o tratamento com TB reduziu a expressao de CK19 em mais
de 70% em relacdo ao grupo CO, engquanto que os tratamentos com SO e AS reduziram a
expressdao de CK19 em mais de 90%. Dessa forma, pode-se concluir a partir destes
resultados que os tratamentos com TB e SO sdo capazes de reduzir a expressdo de CK19
qguando administrados isoladamente e em associacdo, talvez melhorando assim o
prognostico da doenca.

Além da CK19, foi avaliada a proteina Arginase, sendo esta considerada um
marcador de diferenciacdo celular (YAN et al., 2010). Os grupos SO e AS apresentaram
aumento nos niveis de Arginase. No entanto, esse resultado ndo foi estatisticamente
significante. Esse dado, em conjunto com os resultados relativos a reducdo de CK19,
sugere que os grupos SO e AS estejam aumentando a diferenciacdo celular nas neoplasias.

A inducéo da diferenciacdo celular € considerada um mecanismo importante para o
controle do cancer (HEIDOR et al., 2012). Agentes diferenciadores celulares séo usados
no tratamento de neoplasias malignas humanas ha décadas (MARKS, RICHON,

RIFKIND, 1996). O mecanismo fundamental dessa abordagem é fazer com que vias
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genéticas de maturacdo e diferenciacdo voltem a ser ativas em células neoplasicas pouco
diferenciadas, revertendo assim seu fenétipo maligno (GUAN et al., 2000).

Demonstrou-se que o butirato de sodio é capaz de induzir a diferenciacdo celular
em varias linhagens transformadas, como por exemplo: células K562 e HL60 de leucemia,
células U138B de glioblastoma humano (ENGELHARD, DUNCAN, DAL CANTO, 1997;
ENGELHARD et al., 2001), células PANC1 de carcinoma pancreatico (WITT et al.,
2001), células HT-29 de cancer colorretal (WITT et al., 2001; GASCHOTT et al., 2001),
células SKG-Illa de cancer cervical uterino de (NOZAWA et al., 1983), células de cancer
de prostata humano (MAIER et al., 2000), células de cancer de mama (FOTOVATI et al.,
2011) e células PLC/PRF/5 de hepatoma (OGAWA et al., 2004).

Assim como o AB, a TB também é um agente indutor de diferenciacdo celular
(HEIDOR et al., 2012). Em células HL60 de leucemia, a TB foi trés vezes mais eficaz em
induzir a diferenciagdo celular do que o AB (CHEN e BREITMAN, 1994). Além disso, a
TB induziu a diferenciacdo fenotipica em células LS 174T de céncer de cdlon
(SCHRODER e MAURER, 2002) e PC-3 de prostata (MAIER et al., 2000).

Também foi realizada a analise quantitativa da CK8 em todos 0s grupos
experimentais. A CK8 é uma queratina que tem sua expressao alterada em varios tipos de
cancer. (CHU e WEISS, 2002). Neoplasias humanas de mama e de colon apresentam
expressao de CK8 reduzida (KNOSEL et al., 2006, WOELFLE et al., 2004). No entanto,
foi relatado um aumento da expressdo de CK8 em neoplasias de cabeca e pescoco (GIRES
et al., 2006), carcinomas da cavidade oral (FILLIES,WERKMEISTER e PACKEISEN,
2006) e carcinomas do trato urinario (SOUTHGATE e HARNDEN, 1999).

Nesse sentido, dados da literatura demonstraram que o aumento de CK8 foi
associado a processos de progressdo do cancer, como a migracao celular (MAKINO et al.,
2009; FORTIER, ASSELIN e CADRIN, 2013), adesdo celular (GALARNEAU et al.,
2007) e resisténcia a farmacos (FORTIER, ASSELIN e CADRIN, 2013; WANG et al.,
2008), sendo, portanto, associada a um mau progndstico (FILLIES,WERKMEISTER e
PACKEISEN, 2006). No entanto, os mecanismos envolvidos nesse processo ndo estao
bem estabelecidos.

No presente estudo, o grupo CO apresentou média de 55% de area positiva para
CKa8 e os tratamentos com SO e AS foram capazes de reduzir significativamente os niveis
de CK8 em 45%. Esses dados sugerem que a marcagdo de CK8 possa estar relacionada a
um mau progndstico do HCC, e os tratamentos com SO e AS poderiam reverter o

prognostico da doenca.
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Em se tratando de carcinogénese, outro pardmetro importante a ser analisado é a
proliferacdo celular. Foi demonstrado em um estudo in vitro que o AB é eficaz em reduzir
a proliferacdo celular em linhagens de cancer cervical (GABRIELLI et al., 2004). Além
disso, em estudos in vitro a TB também se revelou um potente inibidor da proliferacdo
celular, principalmente em linhagens de céancer de colo de utero, mama, leucemia
(VECCHIA et al., 1997), prostata (MAIER, et al., 2000), adenocarcinoma de colon
(NAKANO et al., 1997; SCHRODER, et al., 2002), e no HCC (SAITO et al., 1998;
YAMAMOTO et al., 1998).

Em estudos in vivo, embora sem diferenca estatisticamente significante, observou-
se que a TB também reduziu o indice de proliferacdo celular em LPN quando administrada
continuamente nas etapas de iniciacdo e promoc¢do da hepatocarcinogénese (KUROIWA-
TRZMIELINA et al., 2009), bem como quando administrada somente na etapa de
promogéo (de CONTI et al., 2012; GUARIENTO et al., 2013; HEIDOR et al., 2016;
ORTEGA et al., 2016).

Além da TB, o SO também apresenta efeito antiproliferativo ja demonstrado.
Estudos in vitro evidenciaram a eficacia do tratamento com SO em reduzir a proliferacédo
celular em células neoplasicas ATC de tireoide (SALVATORE et al., 2006), células EOL-
1F, MV4;11 e RS4-11 de leucemia (AUCLAIR et al., 2007), células MDA-MB-231 de
neoplasia de mama (WILHELM et al., 2006), células LNCaP, PC3 e LNCaP-IL6C de
neoplasia de préstata (WILHELM et al.,, 2012), células UACC 903 de melanoma
(SHARMA et al., 2005), SK-MEL 2, SK-MEL 28 e A2058 (WILHELM et al., 2008) e
células HepG2 (WILHELM et al., 2006; LIU et al., 2005) e PLC/PRF/5 de HCC (LIU et
al., 2005).

Neste experimento o tratamento com TB reduziu o indice de proliferacdo celular
em 84% e os tratamentos com SO e AS em 74%, comprovando o efeito antiproliferativo
destes compostos in vivo. Sugere-se que a nao potencializacdo da resposta do grupo AS em
relacdo ao grupo SO se deva ao ndo aumento da concentracgdo tecidual de AB na neoplasia.

A via MAPK é uma das vias que desempenha um papel critico no desenvolvimento
do HCC (LIU et al., 2006) por estar relacionada a processos como proliferacdo celular,
angiogénese, tumorigénese (WILHELM et al., 2004) e a resisténcia a quimioterapias
(ZHANG et al., 2009). Assim, a inibicdo da cascata MAPK representa uma abordagem
interessante no tratamento do HCC (LIU et al.,, 2006). O SO é um inibidor de
multiquinases, sendo que sua eficacia quimioterapica estd intimamente relacionada a
inibicdo da via MAPK (ZHANG et al., 2009).
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O HCC pode ser originado a partir de véarios tipos de mutagdes. Portanto, séo
encontradas diferentes concentragdes de pERK entre os diversos tipos de HCC. Nesse
sentido, um estudo de fase clinica comparou a resposta do tratamento com SO em HCCs
com elevada ou reduzida concentracdo de pERK. Foi demonstrado que, apds o tratamento
com SO, os pacientes portadores de HCC com elevadas concentracbes de pERK
apresentaram maior tempo de sobrevida em relagéo aos pacientes portadores de HCC com
concentracdes de pERK reduzidas. Esses dados sugerem que neoplasias com maiores
niveis de pERK sdo mais sensiveis ou responsivas ao SO (ABOU-ALFA et al., 2006).
Assim, autores relatam que a expressdo de pERK poderia ser um biomarcador preditivo de
sensibilidade do HCC ao tratamento com SO (ZHANG et al., 2009).

No presente estudo, todas as neoplasias do grupo CO foram positivas para pERK,
sendo que a média da porcentagem de area positiva foi de 50%. Dessa forma, de acordo
com a literatura, esse resultado sugere que essa neoplasia poderia ser sensivel a agdo
quimioterapica do SO. Além disso, a linhagem celular JM-1 j& foi utilizada em modelos de
xenoenxerto e tratadas com SO em estudos anteriores e mostrou-se sensivel a acdo do
farmaco (WElI et al., 2010).

Estudos in vitro demonstraram que o SO é capaz de inibir pERK em células UACC
903 (SALOMONI et al., 2007), LOX (WILHELM et al., 2004), WM-266-4, Colo829 e
A375 de Melanoma (KARASARIDES et al., 2004), células ATC de neoplasia de tireoide
(SALVATORE et al., 2006), células Bx PC de neoplasia de pancreas (WILHELM et al.,
2004), células U937 de leucemia (RAHMANI et al., 2005), células MDA-MB-231 de
neoplasia de mama (WILHELM et al., 2004), células HepG2 (ADNANE et al., 2005) e
PLC/PRF/5 de HCC (LIU et al., 2005).

Em modelos in vivo de xenoenxerto, o SO foi capaz de reduzir a fosforilacdo de
ERK em neoplasia de colon originada de implante de células HT-29 (WILHELM et al.,
2004), neoplasias de melanoma originadas de implante de células UACC 903 e 1205 Lu
(SHARMA et al., 2005) e HCC originado de implante de células humanas PLC/PRF/5
(LIU et al., 2006). Alem disso, foi demonstrado que o tratamento com SO € capaz de
reduzir a fosforilacdo de ERK em neoplasias hepaticas ortotopicas de células JM-1 (WEI et
al., 2010).

No entanto, o tratamento com SO néo alterou a fosforilacdo de ERK em neoplasias
renais originadas de implantes com células humanas 786-O ou Renca (CHANG et al.,
2005; CHANG et al., 2007) e neoplasias de célon originadas de implantes de células Colo-
205 (LLOVET et al., 2008). Neste experimento, o tratamento com SO foi capaz de reduzir
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a fosforilagdo de ERK em 67% e o tratamento com a AS em 78%. Assim, conclui-se que o
tratamento com SO e com a AS ¢é eficaz em inibir a via MAPK, via que tem importante
acao na proliferacdo celular, angiogénese e inibicdo da apoptose. Assim, & provavel que
com a inibicdo da via MAPK haja consequiente inibicao desses processos.

Um dos parametros importantes a ser estudado para avaliacdo da eficacia da
quimioterapia € a inducdo da apoptose. Diversos compostos com atividade inibitdria de
HDAC mostraram-se eficientes na inducéo da apoptose em experimentos in vitro e in vivo
(NAUGLER et al., 2007; WILSON et al., 2011). A apoptose € um mecanismo importante
na atividade anticarcinogénica da TB (KUROIWA-TRZMIELINA et al., 2009; de CONTI
et al., 2011). Ela pode ser induzida por estimulos externos, por meio da ativacdo de
receptores especificos presentes na superficie celular (via extrinseca ou via de receptor de
morte celular), ou pelo estresse intracelular (via intrinseca ou mitocondrial). Ambas as vias
ativam caspases (BERGANTINI et al., 2005) e, especificamente, a clivagem de caspase 3
¢ considerada o ponto irreversivel do fendmeno de morte celular programada
(GRIVICICH; REGNER e ROCHA, 2007).

Foi demonstrado em estudos anteriores que o tratamento com AB em células de
cancer de célon induziu apoptose via ativacdo de caspase 3 (MANDAL, ADAM e
KUMAR 1999). Além disso, foi descrito que a acdo pré-apoptotica da TB também se da
via ativacdo de caspase 3 em células neoplasicas de célon (CLARKE, FEINMAN e
HARRISON, 2001) e mama (HEERDT et al., 1999). De forma semelhante, foi observado
em estudos ainda ndo publicados pelo nosso grupo, que a TB induziu apoptose via ativagao
de caspase 3 em fases pré-neoplésicas de modelo de hepatocarcinogénese quimica em ratos
Wistar.

Uma vez constatado que a inducdo da apoptose pelo AB e TB se da por ativacdo de
caspase 3, € provavel que o resultado do ndo aumento de caspase 3 clivada observado no
grupo AS seja devido ao ndo aumento das concentracdes de AB na neoplasia nesse grupo.
Apesar do tratamento com SO aumentar o0s niveis de caspase 3 clivada em 25% pela
analise de Western Blot a diferenca ndo foi estatisticamente significante.

Em relacdo a acetilacdo da histona H3K9, o grupo TB apresentou maior indice de
células positivas em comparacdo ao grupo CO. Esse resultado estd de acordo com a
literatura, onde estudo anterior do nosso grupo demonstrou, de forma inédita, que animais
tratados com TB apresentam aumento no grau de acetilagdo da histona H3K9 e que esse
evento poderia modular a expressdo de diversos genes supressores de tumor (KUROIWA-
TRZMIELINA et al.,, 2009). Os animais tratados com SO e AS ndo apresentaram
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diferencas em relacdo aos animais do grupo CO. O ndo aumento de acetilagcdo da histona
H3K9 no grupo AS, assim como o resultado de caspase 3 clivada, se deve, provavelmente,
ao ndo aumento das concentracdes teciduais de AB na neoplasia neste grupo.

Um fator limitante da utilizacdo da quimioterapia e que deve ser considerado é a
resisténcia induzida pelo farmaco a ser empregado. Células neoplésicas expostas ao
tratamento com SO por longos periodos desenvolvem resisténcia a inducéo da apoptose.
Essa resisténcia foi relacionada ao aumento de pAKT. Assim, células neoplasicas
resistentes ao SO apresentaram niveis elevados de pAKT Ser 473 e concentracdes
reduzidas de fosfatase homologa a tensina (PTEN) (CHEN et al., 2011).

Em um estudo anterior com HCC, observou-se que a reducdo dos niveis de PTEN e
0 aumento da ativacdo de AKT estdo relacionados a progressao do cancer (ZHOU,;
HUANG; WANG, 2009). Nesse sentido, foi observado que as concentracdes de PTEN
estavam reduzidas enquanto que as concentracdes de pAKT estavam aumentadas em focos
pré-neoplésicos, adenomas e carcinomas (TAKAHASHI et al., 2008).

Por outro lado, constatou-se que a inativacdo de AKT poderia resultar em apoptose
(SILINS; HOGBERG; STENIUS, 2006). Desta forma, observou-se que o tratamento com
0 butirato de sddio reduziu os niveis de pAKT e induziu a apoptose em células HeLa de
cancer cervical (CHEN; GHAZAWI; BAKKAR, 2006). Dados ainda ndo publicados por
nosso grupo demonstraram que a TB aumentou a expressao em nivel proteico de PTEN em
LPN hepaéticas de ratos Wistar, sugerindo a inativacdo de AKT. Assim, os dados deste
experimento estdo de acordo com a literatura, onde a TB reduziu os niveis de pAKT,
sugerindo que o tratamento com TB poderia, pela via do AKT, reduzir a proliferacdo
celular e induzir a apoptose. Além de prevenir uma eventual resisténcia quimioterapica.

Além disso, o ndo aumento de pAKT no grupo SO em relacdo ao grupo CO sugere
que a dosagem e o tempo de tratamento ndo foram suficientes para induzir resisténcia a
quimioterapia. A nédo inibicdo de pAKT no grupo AS se deve, eventualmente, as
concentragOes reduzidas de AB na neoplasia, assim como ocorreu com os resultados de
caspase 3 clivada e acetilacdo da histona H3K9, alvos da acdo antineoplésica da TB.
Assim, como as concentracdes de AB estdo aumentadas no figado, a TB poderia reduzir
uma eventual resisténcia do SO em modelos de neoplasias hepaticas ortotopicas. Além de,
eventualmente, potencializar a eficicia antineoplasica do SO, uma vez que este estudo

demonstrou que 0s compostos agem por mecanismos diferentes.
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6. Conclusao

Os implantes de células JM-1 no flanco de ratos Fischer-344 originaram neoplasias
com caracteristicas que lembram a organizacdo hepatocitica de um HCC convencional. O
tratamento com TB apresentou atividade antineoplasica, reduzindo a proliferacédo celular e
induzindo apoptose. Os tratamentos com SO e AS apresentaram atividade semelhante em
relacdo ao aumento da sobrevida dos animais, retardo no desenvolvimento e reducdo da
massa das neoplasias, inducdo da diferenciacdo e reducdo da proliferacdo celular,
melhorando o prognostico da doenga. Além disso, a coadministracdo de SO e TB (grupo

AS) foi capaz de aumentar a biodisponibilidade do SO para a neoplasia.
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