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Resumo:

ANA LUIZA DE OLIVEIRA BARBEITAS. OS HDACs COMO ALVOS TERAPEUTICOS
PARA TUMORES DE MAMA, PROSTATA E GLIOBLASTOMA - REVISAO DE
LITERATURA. MONOGRAFIA. BACHAREL EM BIOMEDICINA. UNIVERSIDADE
FEREDAL DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO. RIO DE JANEIRO. 2017.

O céancer representa um problema de saude publica mundial e atinge quase 9 milhdes
de 6bitos por ano e, dentre os tipos de cancer mais incidentes no Brasil, estdo
inseridos o cancer de prostata, cancer de mama e glioblastoma. A desregulacao na
acetilacdo de histonas, principais proteinas que compde o0 nucleossomo, gera um
desequilibrio entre a atividade enzimética da Histona Acetil Transferase (HAT) e da
Histona Desacetilase (HDAC) e é capaz de causar modificacdes epigenéticas que
estdo associadas ao desenvolvimento e progressao tumoral. O aumento da atividade
de HDAC, por sua vez, € capaz de suprimir genes importantes para o controle de
proliferacdo, crescimento, adeséo e reparo celular. Sabendo do papel das enzimas
HDAC na progressao tumoral, o objetivo dessa revisdo de literatura foi investigar o
papel dos inibidores HDAC (HDACI) como estratégias terapéuticas para o tratamento
de tumores de mama, préstata e glioblastoma a partir de buscas na literatura. Apos
andlise de ensaios pré-clinicos e clinicos, concluiu-se que, apesar dos HDACI
apresentarem resultados significativos no contexto tumoral em modelos pré-clinicos,
Sao necessarios mais ensaios clinicos, em diferentes contextos, para avaliar seu papel

em pacientes acometidos com esses tumores.

Palavras chave: Cancer de Mama. Cancer de Proéstata. Glioblastoma. Acetilacdo de
Histonas. Inibidores HDAC.



Abstract:

Cancer represents a worldwide public health problem and causes almost 9 million
deaths annually, and the most common types of cancer in Brazil are prostate cancer,
breast cancer and glioblastoma. Deregulation in histone acetylation generates an
imbalance between the enzymatic activity of Histone Acetyl Transferase (HAT) and
Histone Deacetylase (HDAC) is capable to cause epigenetic modifications associated
with tumor development and progression. The increase in HDAC activity, in turn, is
capable to suppress important genes for the control of cell proliferation, growth,
adhesion and cell repair. The objective of this literature review was focused on
research the role of HDACI as therapeutic targets for tumors of the breast, prostate
and glioblastoma, based on literature searches prioritizing recent papers with a
prominent role in the scientific area. After analyzing pre-clinical and clinical trials, it was
concluded that although HDACI present significant results in the cancer context in
preclinical models, more clinical trials are needed in different contexts to assess their

role in patients with these tumors.

Key words: Breast Cancer. Prostate Cancer. Glioblastoma. Histone Acetylation. HDAC

inhibitors.
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1 - INTRODUGCAO
1.1 - Cancer

Existe um ditado que diz que o cancer é tdo antigo quanto a raca humana
(HAJDU, 2011a). Achados paleontolégicos indicam que em tempos pre-histéricos os
tumores ja existiam em animais antes dos homens aparecerem na terra (HAJDU,
2011a).

A palavra “cancer” vem do grego “karkinos” que significa caranguejo. O termo
foi utilizado pela primeira vez por Hipocrates comparando o cancer ao caranguejo,
animal que se adere as estruturas ao redor usando suas garras (HAJDU 2011a). Hoje,
esse nome é dado a um conjunto de doencas que apresentam em comum um
crescimento celular desordenado, sendo capazes de invadir tecidos e 6rgaos vizinhos
e também distantes (INCA, 2017).

Os avancos realizados entre os anos de 1500 e 1750 em patologia e cirurgia
serviram de base para que nos séculos 18 e 19 as composi¢cdes macroscopica e
microscopica de tumores benignos e malignos fossem bem compreendidas (HADJU,
2012). Em 1931, Otto Heinrich Warburg foi consagrado com o prémio Nobel pelo
trabalho que mostrava que as células tumorais podem viver e se desenvolver mesmo
na auséncia de oxigénio, abrindo assim novos caminhos nas areas de metabolismo e
respiracdo celular (RAJU, 1998). A partir de entdo, muito se descobriu sobre essa
doenca, desde a descricdo dos modernos biomarcadores para tipos especificos de
cancer (SASMITA, WONG, & LING, 2017) até terapias cada vez menos invasivas e
com menos efeitos colaterais aos pacientes (CORSO, BINDRA, & MEHTA, 2017,
DECKER, et al., 2017).

Atualmente, o cancer representa um problema de saude publica que ocorre na
maioria dos paises do mundo, com a assustadora taxa de crescimento de 20% na
tltima década (Figura 1) e atingindo a marca de quase 9 milhdes de 6bitos por ano,
a maioria dos quais registrados em paises de baixa e média renda (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE - OMS, 2017). O custo econdmico anual total relacionado ao
cancer em 2010 foi estimado em aproximadamente 1,16 trilhdo de dolares (GLOBAL
BURDEN OF DISEASE, GBD, 2016), gastos incompativeis com a realidade

econdmica de muitos dos paises com populacdes de baixa e média renda, nos quais
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sdo observadas altas taxas de ocorréncia de varios tipos de cancer. Além disso, o
desenvolvimento desses estudos ndo é, na maioria das vezes, originado nesses
paises, o que dificulta a utilizacao pratica dessas descobertas nas comunidades mais
carentes (HARRIS, 2004).

Figura 1: Representacéo daincidéncia mundial dos casos de cancer exceto cancer de pele néo-

melanoma. (OMS em parceria com a Agéncia Internacional de Pesquisas em Céncer, 2012).

De acordo com pesquisa feita pelo Ministério da Salude em parceria com o
Instituto Nacional de Cancer (INCA), a estimativa para o Brasil entre 2016 e 2017
apontou para a ocorréncia de cerca de 600 mil novos casos de cancer (Figura 2)
(MINISTERIO DA SAUDE/ INCA, 2016). Dentre os dez tipos de cancer mais incidentes
no Brasil, os mais frequentes sdo o cancer de préstata e o cancer de mama,
representando juntos mais de 50% do numero total de canceres estimados e
causando um grande impacto na comunidade. Além desses tumores, 0s tumores que
acometem o SNC, incluindo o glioblastoma, também se destaca pois, seu prognostico

é extremamente desfavoravel.
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Figura 2: Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para
2016-2017 no Brasil por sexo, exceto pele ndo melanoma*. (Estimativa feita pelo INCA para o hiénio
2016-2017).

1.1.1 - Cancer de Préstata

O anatomista italiano Nicollo Massa foi o primeiro a descrever a préstata em
1536 e desde entdo muito se descobriu sobre essa glandula que faz parte do sistema
genital masculino (GHABILI, et al., 2016). A préstata esta localizada abaixo da bexiga
e em frente ao reto tendo uma porcao da uretra atravessando seu centro (Figura 3).
Sua funcao é produzir uma secrecao que representa cerca de 30% do volume total do
liguido seminal (GUYTON & HALL, 2011). Para identificar alteracdes na préstata, sao
feitos testes direcionados ao antigeno prostatico especifico (PSA) e exame de toque
retal, sendo as principais complicacfes relacionadas a essa glandula: hiperplasia
benigna da prostata que € o crescimento celular estimulado pela testosterona que
resulta em aumento do tamanho da préstata, prostatite que € a inflamacao da préstata
e cancer de prostata (CP). (GUYTON & HALL, 2011).
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Figura 3: Localizac&o espacial da préstata (GUYTON & HALL, 2011).

O cancer de prostata foi descrito pela primeira vez por J. Abrams, um cirurgido
do Hospital Real de Londres em 1853, a partir da observacao de um exame histoldgico
(ADAMS, 1853; CARLSSON & VICKERS, 2015). O aumento da incidéncia desse
tumor, contudo, gerou uma necessidade de se desenvolver mudancas no diagnostico
e tratamento dessa patologia ao longo dos séculos.

O CP é classificado em adenocarcinoma por ser originado a partir de células
glandulares e atinge, em maiores propor¢des, homens com idade acima de 65 anos
(MINISTERIO DA SAUDE/ INCA, 2016). Esse tumor apresenta alta incidéncia sendo
0 segundo tumor mais comum em homens no mundo e o primeiro no Brasil, ocupando
a 15° posicdo em mortes causadas por cancer em homens com estimativa de 14 mil
mortes para o biénio de 2016-2017 (MINISTERIO DA SAUDE/ INCA, 2016). Além
disso, sabe-se que o0s casos de metastase originados do CP aumentaram
significativamente nos ultimos anos nos Estados Unidos da América (EUA) (WEINER
et al., 2016). Esse aumento esta intimamente relacionado ao aumento da expectativa
de vida da populacdo e a evolucdo dos meétodos diagndsticos que permitiram seu
diagndstico (MINISTERIO DA SAUDE/ INCA, 2016).

Esse tumor possui uma complexa rede de escalas para determinagédo da sua
agressividade sendo capazes de auxiliar na escolha do tratamento adequado além de
prever o prognostico do paciente. Uma dessas escalas € conhecida como pontuacao

dos niveis de Gleason que possui classificacdo baseada na aparéncia histolégica
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tumoral e nos niveis de diferenciagcdo dos subtipos celulares presentes na massa
tumoral, sendo divididos em 5 categorias (Figura 4) (GLEASON, 1966). Os grupos 1,
2 e 3 possuem caracteristicas celulares mais bem diferenciadas e os grupos 4 e 5
apresentam caracteristicas menos diferenciadas, o que esta associado a um perfil
mais proliferativo e consequentemente mais agressivo (DELAHUNT. et al., 2012). Ao
longo dos anos essa classificagéo sofreu alteracbes com o objetivo de melhorar, ainda

mais, a determinacao exata do tumor em pacientes.

Figura 4: Classificacdo de Gleason. 1: Glandulas uniformes bem diferenciadas e limitadas. 2:
Glandulas diferenciadas porém mais espacadas apresentando um limite menos definido. 3: Glandulas
diferenciadas de forma moderada apresentando variagdo de tamanho e caracteristicas infiltrativas. 4:
Infiltrado irregular junto a tumor glandular. 5: Carcinoma anaplasico apresentando pouca diferenciagdo
glandular (DELAHUNT, et al., 2012).

A progressdo do CP ocorre quase sempre de forma lenta, tendo o seu
progresso relacionado ao aumento da idade do individuo (BELL. et al, 2015). Porém,
de acordo com a Sociedade Brasileira de Urologia (SBU), a maioria dos casos €
identificada em estagios mais avancgados. Isso pode ser explicado pelo preconceito
existente em torno do exame de toque retal que leva o homem a nao fazer visitas de
rotina ao urologista (SBU). Tal preconceito acarreta em um diagnéstico atrasado e
aumenta, consequentemente, o numero de casos de metastase (CARTER et al., 2013;

MOYER 2012). Além disso, os tratamentos usados atualmente se concentram em
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radioterapia e prostatectomia que sao tratamentos fortemente invasivos (HAMDY et
al., 2016)

1.1.2 — Cancer de Mama

As mamas comecam a se desenvolver durante a puberdade por conta de
estimulos mensais de estrogénio, responsavel pelo crescimento das glandulas
mamarias e pelo armazenamento de gordura na regido, resultando em um aumento
de massa das mamas. As mamas sdo constituidas por lobos e alvéolos (glandulas
produtoras de leite), ductos lactiferos (que transportam o leite até os mamilos), por
tecido adiposo e conjuntivo sendo esse complexo sustentado pelo musculo peitoral
maior (Figura 5) (GUYTON & HALL, 2011). O comportamento alterado de células
presentes no microambiente mamario e consequente alteracdo na organizacdo desse
tecido sdo capazes de dar origem a um tumor conhecido como cancer de mama (CM)
(MELZER, VON DER OHE & HASS, 2017).

B e Peitoral maior

— > 2 L Tecido adiposo

Lobulos e
alvéolos

Aréola

Figura 5: Composicdo da mama (Guyton & Hall, 2011).

O cancer de mama apresenta alta incidéncia de casos e representa 15% das
mortes causadas por cancer em mulheres, sendo considerado o tumor que mais mata
mulheres no mundo (MINISTERIO DA SAUDE/ INCA, 2016). Aproximadamente 230
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mil mulheres serdo diagnosticadas com cancer de mama invasivo todos 0s anos, e
dessas, cerca de 40 mil virdo a 6bito (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2014). Arazéo
desse numero elevado de mortes estd no alto numero de casos de metastases
originados desse tumor primario (WEIGELT, PETERSE & VAN'T VEER, 2005).

O CM é considerado um tumor bastante heterogéneo (TANG et al., 2016;
MARUSYK & POLYAK, 2010), apresentando diferencas morfologicas e fenotipicas
além de variados comportamentos clinicos (MARUSYK & POLYAK, 2010). Ele é
definido como carcinoma por ser originado de células epiteliais e é dividido em alguns
grupos de acordo com seu tecido de origem. Os de maior incidéncia sao o0s
carcinomas ductais, originados das células que revestem os ductos lactiferos e os
carcinomas lobulares, originados nas regides lobulares. Eles representam em média
75% e 15% respectivamente, dos tumores de mama nos EUA (LI et al., 2003a; LI,
URIBE & DALING, 2005) e os 10% restantes compreendem outros subtipos como 0s
carcinomas mucinoso, tubular, comedo, inflamatério, medular e papilar (LI, URIBE &
DALING, 2005).

Contudo, a classificacdo desse tumor é ainda mais complexa sendo
caracterizados, ainda, pelo seu grau de diferenciacdo (a partir da escala de
Nottingham), sendo os tumores com menor grau de diferenciagdo os considerados
com pior progndstico (ELSTON & ELLIS, 1991). Além disso, sédo divididos, a nivel
molecular, em trés subtipos: 0s que possuem receptores de estrogénio (ER) e/ou
receptores de progesterona (PR), os que possuem o gene HER2 (human epidermal
growth fator receptor-type 2 — receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico
humano) em abundéancia e o chamado triplo negativo que ndo apresenta aumento de
HER2 nem de ER e PR (TANG et al., 2016)

O tratamento para o0 carcinoma mamario utiliza-se, justamente, dessas
caracteristicas moleculares. Os tumores que apresentam receptores hormonais
podem ser tratados através de antagonistas seletivos e também com inibidores de
sintese hormonal (DEROO & KORACH, 2006; HAGARAJ et al., 2012). Os tumores
HER2 positivos tendem a ser mais agressivos e apresentando um pior prognostico
guando comparado aos tumores positivos para receptores hormonais (SOTIRIOU &
PUSZTAI, 2009; O’'SHAUGHNESSY, 2005). Eles podem ser tratados com anticorpos
especificos para HER2 (SOTIRIOU & PUSZTAI, 2009). Ja os tumores chamados de

triplo negativo, apresentam o pior progndstico causado pela falta de tratamentos com
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marcadores especificos apresentando, por essa razdo, uma maior chance de
recorréncia (ANDERS & CAREY, 2008; FOULKES, SMITH & REIS-FILHO, 2011).

1.1.3 — Glioblastoma

Dentre os tumores que acometem o sistema nervoso central (SNC), os gliomas
sdo um importante subtipo, sendo derivados de células gliais ou seus precursores
(ZONG, PARADA L.F., BAKER S.J., 2015) (Figura 6). Eles possuem diferentes tipos
de prognosticos, e a classificacao dos gliomas € baseada em 2 parametros: o tipo de
célula que origina o foco primario e a capacidade do tumor de se infiltrar em sitios
diferentes daquele em que surgiu (HANAHAN D. & WEINBERG R.A., 2000).

GLIOMAS NON-GLIOMAS
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Figura 6: Esquema mostrando os tipos especificos de células envolvidas no

desenvolvimento de tumores cerebrais (Malhotra et al, 2015).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), os gliomas séo
classificados de graus | a IV, com base no nivel de malignidade determinado por
critérios histopatologicos e moleculares, definindo assim a qualidade de seu
prognéstico. Os gliomas graus | e Il sdo geralmente bem diferenciados, apresentam

baixo potencial proliferativo e normalmente podem ser tratados através de
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procedimentos cirurgicos, enquanto os gliomas de graus Ill e IV sdo altamente
invasivos, heterogéneos, malignos e associados a um pior prognéstico (LOUIS et al.,
2007; JOVCEVSKA, KOCEVAR & KOMEL, 2013).

Um importante tipo de glioma é o glioblastoma (GBM), tumor classificado como
um astrocitoma primario por ser originado dos astrocitos - células gliais em formato de
estrela, presentes no cérebro e na medula espinhal, responsaveis por muitas fun¢des,
como suporte bioquimico das células endoteliais, provimento de nutrientes aos tecidos
nervosos, a manutencao do balanco iénico extracelular, entre outras (KIMELBERG,
JALONEN, & WALZ, 1993; LIU, TESCHEMACHER, & KASPAROV, 2017).

O glioblastoma é considerado o tipo mais maligno e mais frequente dentre os
astrocitomas primarios, representando mais de 60% de todos os tumores cerebrais
em adultos (ROCK et al., 2014), tendo seu pico de incidéncia entre 55 e 60 anos
(OHGAKI & KLEIHUES, 2005) e sobrevida média de 15 meses apos o diagndstico
(OHKA et al., 2012; THAKKAR et al., 2014). O tumor possui progndéstico critico, sendo

classificado como glioma grau IV.

Principalmente devido as suas caracteristicas histologicas e proliferativas, os
glioblastomas s&o tumores de alta complexidade, contra 0s quais as terapias usuais
sdo escassas — radio e quimioterapia - e ndo muito eficazes. Diversos subtipos de
glioblastoma podem ser encontrados em uma mesma amostra (SOTTORIVA,
SPITERI, PICCIRILLO, 2013), podendo ser observada a presenca de células tronco
tumorais (CSCs,) consideradas ponto chave para o crescimento tumoral e sua
manutencao (IGNATOVA et al., 2002; JORDAN et al., 2006; REYA, 2011; AL-HAJJ et
al., 2004). Estudos demonstram que essa subpopulacdo € capaz, justamente, de
promover a radioresisténcia e a quimioresisténcia a partir do tratamento contra o
glioblastoma (SINGH et al., 2004; GALLI et al., 2004; CALABRESE et al., 2007; BAO
et al., 2006a; RICH, 2007; DONNERBERG et al., 2005) (Figura 7).
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Figura 7: Representacdo esquemadtica ilustrando o efeito que os tratamentos convencionais
(quimio e radioterapia) sobre as CSCs. Os tratamentos atuais visam células altamente proliferativas,
deixando uma pequena populagdo de células quiescentes que ao longo do tempo causam a
recapitulacdo tumoral. (Adaptado de: SEYMOUR, NOWAK & KAKULAS, 2015).

1.2 - Epigenética

O cancer pode ser definido como um grupo de doencas que varia muito em
relacdo a sua origem. Esta grande heterogeneidade se traduz em dificuldade para
determinar tratamento adequado. Sabe-se que o crescimento tumoral esta associado
ndo s6 a fatores que levam a alteracdes genéticas como também a fatores
epigenéticos (SADIKOVIC et al, 2008). Nesse contexto, a epigenética e os estudos
dos processos envolvidos nessas alteracdes se inserem como um alvo terapéutico
promissor (BISWAS & RAO, 2017).

O termo epigenética foi introduzido por Conrad Hal Waddington em 1942 e foi
definido como interacfes causais entre genes e seus produtos que dao origem aos
fenétipos nos seres humanos. Com o passar dos anos, a biologia molecular se
aprimorou e passou a se aprofundar consideravelmente no estudo de alteragGes na
funcdo génica que sdo mitoticamente e/ou meioticamente hereditarias e que néo

envolvem uma mudanca na sequéncia de bases do DNA (DUPONT et al, 2009).

As modificacbes epigenéticas sdo mecanismos que levam a alteracbes da

cromatina mas ndo do material genético (DNA). A partir dessas alteracdes
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determinados genes podem ser ativados ou silenciados de maneira reversivel (BIRD,
2007). A cromatina € um complexo de DNA e proteinas que se encontra dentro do
nacleo de células eucarioticas e que dao origem ao chamado nucleossomo - elemento

base e unidade funcional deste complexo (BIRD, 2007).

As principais proteinas desse complexo séo as histonas, que em sua forma de
octamero sao capazes de dar origem a uma estrutura de DNA altamente compactada
(ANNUNZIATO, 2008). O octamero de histonas, inclui 1 par de histonas H2A, H2B,
H3 e H4 rodeadas por 147 pares de bases de DNA, adicionalmente H1 é responsavel
por unir os nucleossomos adjacentes (PETERSON, 2004; 1ZZO, KAMIENIARZ &
SCHNEIDER, 2008). (Figura 8 e 9)

Figura 8: Estrutura do Nucleossomo. Em vermelho H3, em roxo H4, em azul escuro H2A, em azul
claro H2B e em cinza, o DNA. (Adaptado de: CECIL, 2016).
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Figura 9: Estrutura da cromatina. O DNA esté envolvido em torno de um octdmero de histonas para
formar o nucleossomo. Os nucleossomos em conjunto formam a cromatina que por sua vez dara origem
ao cromossomo (Adaptado de: JANSEN & VERSTREPEN, 2011).

A partir dessas interac6es com as proteinas histona, a cromatina pode assumir
duas formas: heterocromatina (do grego heteros — diferente), de forma compacta,
condensada, com a transcrigdo reprimida e eucromatina (do grego eu — verdadeiro),
de forma descondensada e geneticamente ativa (HEITZ, 1929; TROJER &
REINBERG, 2007). Essas alteracdes estruturais, além de auxiliarem no
acomodamento do DNA no espaco limitante do nacleo celular, sédo capazes de causar
alteracdes no acesso a fatores de transcricdo de informacbes (MISTELI, 2005;
CHAKALOVA et al., 2005).

A exposicdo a modificacbes pos-traducionais ocorrem a partir das por¢cdes N-
terminais das histonas que se projetam para fora dos nucleossomos. As caudas N-
terminais sdo altamente flexiveis e ricas em residuos de lisina e arginina que podem
ser modificados por um grande numero de sistemas celulares (RAMAKRISHNAN,
1997). Esses residuos possuem uma carga positiva que interage com o esqueleto de
fosfato (de carga negativa) do DNA (PETERSON & LANIEL, 2004). Por esse motivo,

essas modificacbes tém a capacidade de alterar a estrutura da cromatina, influenciar



29

na afinidade das histonas pelo DNA e afetar o nivel de acessibilidade de fatores de
transcricdo (STRAHL & ALLIS, 2000; KOUZARIDES, 2007) e, é justamente o
enovelamento do DNA em torno das histonas que representa um elemento que
dificulta a posterior ligacdo de proteinas envolvidas na transcricdo do DNA como por
exemplo, a RNA polimerase (WORKMAN & KINGSTON, 1998).

1.2.1 - Modificacdes Epigenéticas

As modificacdes pos-traducionais sdo alteracbes quimicas de uma cadeia
proteica e ocorrem apds a sua traducdo, em que grupos funcionais sdo adicionados
ou retirados levando a uma mudanca na conformagéo da cromatina e a afinidade das
proteinas histonas pelo DNA. Algumas dessas modificacbes sado: acetilacdo,

metilacdo, fosforilacdo, glicosilacdo e ubiquitinacdo (KOUZARIDES, 2007).

Dentre essas modificacdes, a acetilacdo é considerada objeto de estudo de
muitos grupos de pesquisa por conta da sua influéncia em diferentes processos como
progressao do ciclo celular, recombinacéo e reparo de DNA e apoptose. Além disso a
regulacdo da sua expressdo esta associada a carcinogénese, tendo influéncia assim,
no processo de formacgéao tumoral (CHRUN, MODOLO & DANIEL, 2017).

Na acetilagdo, o grupo funcional acetil (R-COCHS3) é adicionado a lisina da
cauda N-terminal das histonas modulando a estrutura da cromatina. Ja na
desacetilacdo, esse grupamento acetil € removido (PAZIN & KADONAGA, 1997).
Esses dois processos, de adicdo e remocdo de grupamentos acetil sdo controlados
por duas enzimas: Histona Acetil Transferase (HAT) e Histona Desacetilase (HDAC)
que juntas mantém em equilibrio os mecanismos de acetilacdo e desacetilacdo de
histonas e consequentemente o controle da transcricdo génica, da sobrevivéncia e do
funcionamento celular (Figura 10) (PAZIN & KADONAGA, 1997).
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Figura 10: Representacédo da acetilagdo. (Adaptado de: SMITH et al., 2017).

As HDACs sao responsaveis por remover grupamentos acetil da cromatina
permitindo a interacdo do DNA com as histonas adquirindo um estado mais
condensado (MARKS et al., 2001). Por outro lado, as HATs sdo responsaveis por
adicionar grupos acetil aos residuos de lisina da cauda das histonas, diminuindo a
interacdo do DNA pelas histonas e permitindo o acesso de fatores de transcricdo ao
material genético (CARROZZA et al., 2003). Essas duas enzimas possuem o potencial
de alterar o estado de compactacao da cromatina além de regular eventos envolvidos

nos processos celulares.

1.2.2 — Histona Acetil Transferase

Durante a acetilagdo, as HATs transferem o grupamento acetil (carregado
negativamente) para a cauda das histonas (de carga positiva), neutralizando sua
carga (CARROZZA et al., 2003). Esse processo diminui a afinidade das histonas pelo
DNA, que possui carga negativa devido ao seus grupamentos fosfato, tendo como
consequéncia o melhor acesso de fatores de transcricdo ao DNA (CARROZZA et al.,
2003).

As HATSs sao organizadas em duas classes com base na sua origem e funcéo.
As de tipo A tem localizag&o nuclear com a funcédo de catalisar a acetilagéo e eventos

relacionados a transcricdo de genes, as de tipo B sdo responséaveis por catalisar
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eventos de acetilagdo relacionados ao transporte de histonas recém-sintetizadas do
citoplasma para o nucleo (ROTH, DENU & ALLIS, 2001). Com base em sua estrutura
primaria, essas enzimas sdo organizadas em familias, sendo 4 delas as mais
estudadas: a familia GNAT, a familia p300/CBP, a familia MYST e a Rtt109 (ROTH,
DENU & ALLIS, 2001).

1.2.3 - Histona Desacetilase

A desacetilacdo das histonas € conhecida por elevar a densidade de carga
positiva devido a protonag¢do do grupo amino e, dessa forma, reforca a interacéo
eletrostatica entre as histonas e o DNA carregado negativamente, levando a uma
cromatina mais condensada e consequente repressdao da transcricdo
(MARMORSTEIN & ROTH, 2001; DEKKER & HAISMA, 2009) pela diminuigdo do
acesso de proteinas e outros elementos ativadores ao DNA (ROPERO & ESTELLER,
2007).

Até o momento, 18 HDACs em humanos foram identificadas e sdo divididas em
4 classes (CHRUN, MODOLO & DANIEL, 2017). A classe | compreende as enzimas
HDAC1, HDAC2, HDAC3 e HDACS localizados principalmente no ndcleo celular. Os
de classe Il incluem HDAC4, HDAC5, HDAC7 e HDACY, localizados tanto no nacleo
quanto no citoplasma e HDAC6 e HDAC10 localizados somente no citoplasma. Ja a
classe Il € composta por sirtuinas que diferente das outras histona desacetilases, sao
zinco independentes. Por ultimo, a classe IV inclui HDAC11 presente tanto no nucleo
quanto no citoplasma (GREGORETTI, LEE & GOODSON, 2004) (Figura 11).

CLASSES
I HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDACS8
Il HDAC4, HDAC5, HDAC7, HDACY,
HDACG6, HDAC10
Il SIRTUINAS
I\ HDAC11

Figura 11: Classificacdo das HDACs.
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Sabe-se que as HDACs em desequilibrio atuam junto ao crescimento tumoral,
uma vez que desencadeiam a transcricdo anormal de genes cruciais que controlam
funcdes celulares, como por exemplo a proliferacdo, regulacdo do ciclo celular e
apoptose. Essas enzimas também possuem varias fun¢cdes no genoma, como
reparacao do DNA, montagem da cromatina e recombinacdo (RAJAK et al, 2014). A
explicacdo para essas funcdes € pelo fato de que, além da desacetilagédo de histonas,
outras proteinas também podem ser desacetiladas pelas HDACs, como p53, p21,
E2F, MyoD, Hsp90 e a-tubulina, ilustrando a complexa funcédo das HDACs (GLOZAK
et al, 2005). Assim, as HDACs podem contribuir para o inicio e o progresso de varios
tumores (RAJAK et al, 2014). Além de disfungcbes em HDAC, sabe-se que o aumento
da atividade de HAT leva a ativacdo de proto-oncogenes, enquanto 0s genes
supressores de tumor sao silenciados devido a hipoacetilacdo (BISWAS & RAO,
2017).

Dessa forma, conclui-se que a desregulacdo desses processos pode levar a
uma grande variedade de doencas humanas, como canceres e envelhecimento
celular e, por essa razdo, a epigenética e sua capacidade de reprogramar ceélulas
diferenciadas tém se tornado alvo de muitos estudos (BERGER et al, 2009; BOCHAR
et al., 2000)

1.2.4 - Inibidor de Histona Desacetilase

Embora a acetilacdo/desacetilacdo sejam processos bem equilibrados em
células normais, a expressao alterada de HDACs e HATs pode causar diversas
alteracbes epigenéticas anormais associadas ao desenvolvimento de diversas
doencas, incluindo o cancer. A hipoacetilacédo, gerada pelo aumento da atividade de
HDAC, desempenha um papel importante na iniciacdo tumoral alterando a expresséo
de genes e consequentemente o fendtipo das células (KIM et al., 2001). A repressao
da transcricdo génica causada por essa enzima € capaz de permitir a proliferacao
celular e impedir a morte dessas células por apoptose (GLOZAK & SETO, 2007).

Os inibidores HDAC (HDACI) interferem na atividade de HDAC impedindo que
0S grupamentos acetil sejam removidos, promovendo uma hiperacetilacdo da
cromatina e assim regulando eventos bioldgicos, tais como ciclo celular, modulagéo

imunologica, diferenciacdo e apoptose em células de cancer (BOLDEN, PEART &
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JOHNSTONE, 2006; PENG & SETO, 2011). Eles sao capazes de inibir a proliferacéo
de células tumorais por indu¢do da paragem do ciclo celular e up-regulacdo de
inibidores endogenos da progressdo do ciclo celular, diferenciacdo e também
apoptose (CAREW, GILES & NAWROCKI, 2008). Na maioria das vezes, as células
tumorais apresentam parada de ciclo nas fases G2/M, mas em alguns casos, células
tratadas com HDACI apresentam parada na fase G1 do ciclo celular e com isso seu
DNA ¢é replicado, contudo essa replicacdo € precedida pela inducdo de apoptose
(JOHNSTONE, 2002). Sabe-se, também, que varios inibidores HDAC estimulam a
geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e que, o estresse oxidativo
desencadeado, pode desempenhar um papel na morte de células tumorais induzida
por HDACi (UNGERSTEDT et al, 2005). Os HDAC:I interferem também na funcéo das
proteinas chaperona (BOSE, DAI & GRANT, 2014). Além disso, esses inibidores
demonstraram possuir propriedades antiangiogénicas e diminuir a expresséo do fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF) - proteina que promove o crescimento de
vasos sanguineos - e fator induzido por hipdxia (HIF-1alfa) (Figura 12) (QIAN et al,
2004).

Aumegtodda Remodelamento Clivagem e
geragéo de da cromatina ativacdo Angiogénese
ROS de Bid

Quebra o

cadeia dupla Inibigéo do

do DNA reparo do
DNA

ptns anti = Proteinas
apoptoticas I I pré
apoptéticas
Induz. Fungdo
autofagia l proteassoma
Fungéo das RE stress L Controle
l Chaperonas Ie Ativagédo Ativacdo de —' do ciclo
de UPR JNK celular

Figura 12: Mecanismos dos inibidores de HDAC que causam morte tumoral. (Adaptado de: BOSE
P., DAIY. & GRANT S., 2014).

Interessantemente, ensaios pré-clinicos tém mostrado que esse inibidores
apresentam algum tipo de selecdo a essas células modificadas (como as células
tumorais) (BOSE, DAI & GRANT, 2014) e por isso esse inibidores de HDAC tornam-



34

se uma opgao promissora para reverter as alteracdes epigenéticas anormais
relacionadas ao cancer (BOSE, DAI & GRANT, 2014). Atualmente, séo utilizados na
clinica médica como uma nova classe de agentes anti-tumorais (ADAMOPOULOU &
NAUMANN, 2013; LEE et al, 2015) e seus efeitos em glioblastoma, CP e CM se
concentra na capacidade de regulacao do ciclo celular (BOJANG & RAMOS, 2014).

As diferentes classes de inibidores de HDAC, divididos com base na sua
estrutura quimica incluem 4 grupos: acidos hidroxamicos, benzamidas, acido graxo
de cadeia curta e peptideos ciclicos (DOKMANOVIC & MARKS, 2005). Os acidos
hidroxamicos, entretanto, continuam sendo a classe mais estudada de inibidores de
HDAC.

Até o momento, trés inibidores de HDAC foram aprovados para a terapia do
cancer pelo FDA (Food and Drug Administration). A primeira droga, Vorinostat (SAHA,
Zolina), desenvolvida pela Merck & Co. Inc. foi aprovada em Outubro de 2006 para
utilizacdo em doentes com um tipo raro de linfoma ndo Hodgkins de pele. Essa droga
€ estruturalmente relacionado a Tricostatina A (TSA), um produto natural contendo
acido hidroxamico e originalmente utilizada como farmaco antifiangico. A segunda
droga, a Romidepsina (Istodax, FK228, FR901228, depsipeptide), desenvolvida por
Gloucester Pharmaceuticals foi aprovada no final de 2009, para o tratamento de
linfoma de células T (UEDA et al, 1994). A terceira droga, Belinostat (Beleodaq, PXD-
101), foi desenvolvida pela Spectrum Pharmaceuticals e foi aprovada em Julho de

2014 também para o tratamento de Linfoma de células T (FDA, 2014).

Além desses farmacos, outros inibidores de HDAC ja foram submetidos a
ensaios clinicos para diferentes tipos de tumor, mas ainda ndo aprovados. O
Panobinostat (Figura 13), por exemplo, € um analogo do acido hidroxamico que inibe
seletivamente a histona desacetilase induzindo, dessa forma, a hiperacetilagdo das
proteinas histona levando a uma modulagéo do ciclo celular com parada nas fases
G2/M do ciclo e apoptose. Ele também modula a expressao de genes relacionados a
angiogénese como VEGF e HIF-1a (NCBI, CID:6918837). Ja o Vorinostat (Figura 14)
€ um derivado do &cido hidroxamico que leva a hiperacetilagédo de histonas resultando
em uma regulacéo positiva de p21, inducdo de apoptose, sensibilizacdo de células
tumorais para processos de morte celular e também afetando a atividade de p53 e

Hsp90. Além disso, essa droga € capaz de atravessar a barreira hematoencefalica


cid:6918837

35

(NCBI, CID:5311). O Etinostat (Figura 15), por sua vez, € um derivado de benzamida
sintético capaz de se ligar e inibir as HDACs de classe | (HDACs 1, 2, 3 e 8), sendo
portanto, uma droga seletiva. Ao bloquear os efeitos imuno-supressores de células T-
reguladoras, essa droga é capaz de aumentar a resposta imune do organismo aos
tumores através da melhora na capacidade de ataque das células T dos pacientes
(NCBI, CID:4261). O Acido Valproico (VPA) (Figura 16) é um &cido graxo com
propriedades anticonvulsivantes e normalmente usado no tratamento da epilepsia. Ele
€ um inibidor de HDAC capaz de atravessar a barreira hematoencefalica e apresenta
funcBes relacionadas a inibicdo da proliferacdo e migracdo de pericitos -células
mesenquimais que dao suporte para a formagado de novos vasos sanguineos- e a sua
diferenciacdo em fibroblastos produtores de colageno tipo | (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2013), mostrando que a inibicdo causada por VPA apresenta alguma
capacidade de inibir a angiogénese (KAREN et al., 2011; NCBI, CID:3212). Ja o
Pracinostat ou SB939 (Figura 17) € um pan-inibidor de HDAC derivado do acido
hidroxamico que gera o acumulo de histonas acetiladas a partir da transcricao seletiva
de genes supressores tumorais e induzindo a apoptose das células tumorais (NCBI,
CID:49855250). Por fim, a Romidepsina (Figura 18) € um antibiético depsipeptideo
biciclico derivado da bactéria Chromobacterium violaceum que possui atividade
antineoplésica. Essa droga é capaz de se ligar e inibir as HDACs resultando em
alteracdes na expressao génica, na inducao da diferenciagéo celular, parada no ciclo
celuar, inibicdo da angiogénese e apoptose. Além disso, essa droga é metabolizada
principalmente pelos citocromos CYP3A4 e CYP3A514 (NCBI, CID: 5352062).

Figura 13: Estrutura quimica de Panobinostat.


cid:5311
cid:4261
cid:3212
cid:49855250

Figura 14: Estrutura quimica de Vorinostat.

Figura 15: Estrutura quimica de Etinostat.
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Figura 16: Estrutura quimica de Acido Valproico.
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Figura 17: Estrutura quimica de Pracinostat.
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Figura 18: Estrutura quimica de Romidepsina.

1.3 — Supressores Tumorais

A procura por tratamentos alternativos que sejam especificos e menos
invasivos, levou a descoberta de genes supressores tumorais. Esse conjunto de
genes, por sua vez, codifica proteinas intimamente envolvidas no controle da iniciagao
e progressdo tumoral a partir do controle dos processos de divisdo celular e
consequente controle da morte celular programada (apoptose) e reparo do DNA.
Mutacdes nesses genes ja sdo descritas na literatura e uma possivel explicacéo para
suas ocorréncias €, justamente, as alteracdes epigenéticas (HAINAUT & PFEIFER,
2016).

As mutac¢des mais conhecidas e importantes sdo as ocorridas no gene TP53 e
por isso se tornou alvo de estudo de muitos grupos cientificos. Mutacdes no gene
TP53 estdo presentes em cerca de 60% dos tumores que acometem os humanos e,
essas mutagdes levam ao silenciamento da proteina p53, fator de transcri¢cdo que atua
como supressor tumoral (BAUGH et al., 2017). Essa proteina é capaz de controlar
outras proteinas que atuam como supressores tumorais como p21. Essa proteina é
um inibidor de cinase dependente de ciclina (CDKs) que age regulando a transi¢cao da
fase G1 para a fase S do ciclo celular (ABBAS & DUTTA, 2009).
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Outros genes supressores tumorais sdo BRCA1 e BRCA2 que também agem
regulando o ciclo celular e controlando a proliferacdo celular descontrolada. As
proteinas brcal e brca2 reparam danificacdes existentes no DNA ou destruir as
células em que os danos no material genético ndo podem ser reparados. Mutacdes
nesses supressores tumorais acarretam em um n&o-reparo de danos no DNA
(NICKOLOFF, et al., 2017). Por conta da relacdo desses supressores tumorais com a
proliferacdo e ciclo celular, o silenciamento deles é capaz de contribuir para o
desenvolvimento dos tumores (DUFFY, SYNNOTT & CROWN, 2017).

1.4 — Ensaios Clinicos

Para se desenvolver pesquisas clinicas com variadas drogas, séo feitos,
anteriormente, testes pré-clinicos. Os testes pré-clinicos séo feitos em modelos
experimentais e em situacdes artificiais com o intuito de observar os potenciais efeitos
e riscos do uso da droga. Esses testes podem ser comportamentais, para observar 0s
efeitos da droga sobre o comportamento, toxicolégicos, para avaliar a toxicidade e
possiveis efeitos colaterais e farmacoldgicos, para avaliar o poténcial terapéutico e
mecanismo de a¢ao da droga. O objetivo central das pesquisas pré-clinicas € garantir
a seguranca humana, uma vez que esses ensaios ocorrem antes dos ensaios em
seres humanos (ensaios clinicos) (Centro de Desenvolvimento em Estudos Clinicos —
CDEC Brasil, 2017).

A pesquisa clinica envolve a participacao de seres humanos e segue rigorosos
protocolos, além de precisar da aprovacdo de um comité de ética para ser
desenvolvida. Esses ensaios sao divididos em 4 fases com func¢des e objetivos

distintos.

O estudo de fase | representa a primeira etapa de testes em humanos e as drogas
sao testadas em pequenos grupos de voluntarios e tem o objetivo de estabelecer o
perfil farmacocinético e farmacodinamico da droga. Ja4 o estudo de fase Il, tem o
objetivo de estabelecer a dose segura para uso em humanos e determinar as
possiveis reacdes adversas. No estudo de fase lll, o grupo de voluntarios € maior e
tem o objetivo de determinar os riscos e beneficios da droga a curto e longo prazo e

relaciona-los a fatores como idade, sexo e patologias associadas (Figura 19). Por fim,
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o estudo de fase IV ocorre durante a comercializagcdo do medicamento, sendo assim,
estudos de vigilancia e observacao para definir possiveis efeitos adversos a longo

prazo (CDEC, 2017).

FASE | FASE Il FASE Il
Comparagdo com
R o
Avaliagdo da tolerabilidade Avaliagdo da atividade tetamentojpadrdo,
Randomizagdo para
dois ou mais grupos

Doses crescentes de Doses fixas do medicamento

medicamento
3 = Ce ]
o NN/j‘ HN
oy Qi ®{
&1 L L
Poucos individuos NUmero maior de individuos Centenas a milhares
de individuos

Figura 19: Fases da pesquisa clinica. (Instituto Vencer o Cancer, 2017)
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2 - OBJETIVOS

O objetivo dessa revisao bibliografica é investigar o papel de HDACs como

possiveis alvos terapéuticos para tumores de mama, prostata e glioblastoma.
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3 - METODOLOGIA

Foi desenvolvida uma revisdo bibliografica para investigar a influéncia da
acetilacdo em tumores de mama, prostata e glioblastoma e também o papel dos
inibidores da enzima HDAC como possiveis alvos terapéuticos para esses tumores. A
pesquisa foi feita a partr do banco de bases de dados PUBMED

<www.ncbi.nim.gov/pubmed/advanced>, selecionando artigos de revistas e

periodicos com papeis de destaque na area cientifica priorizando trabalhos publicados
recentemente (Figura 20) e de grupos de referéncia nos assuntos em questao.
Adicionalmente, foi utilizado o site de busca Google no site eletronico

<www.google.com.br> além de buscas manuais em livros académicos.

Ano de publicagao dos artigos utilizados
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Figura 20: Ano de publicacéo dos artigos utilizados nesta revisao bibliografica.

A estratégia de busca para encontrar os ensaios clinicos se focou em direcionar
a pesquisa utilizando os termos chave de cada assunto. Primeiramente, as palavras
chave utilizadas foram “breast cancer”, “epigenetic’, “epigenetics”, “acetylation”,
“‘HDAC?”, “histone deacetylase” e “histone deacetylase inhibitors” todos precedidos do
operador booleano “AND” a fim de combinar todas as buscas. Depois, os termos
procurados foram “prostate cancer”, “epigenetic”, “epigenetics”, “acetylation”, “HDAC”,
“histone deacetylase” e “histone deacetylase inhibitors” todos precedidos no operador

booleano “AND”. Apds isso, a busca se concentrou em glioblastoma, usando os


http://www.ncbi.nlm.gov/pubmed/advanced
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termos “glioblastoma”, “GBM?”, “epigenetic” “epigenetics” “acetylation” “HDAC” “histone
deacetylase” e “histone deacetylase inhibitors” também precedidos do operador

booleano “AND”. Os artigos foram entdo analisados, selecionados e estudados.

A busca de ensaios clinicos foi feita a partir do “clinical trials” disponivel pelo
site de busca PUBMED. Os artigos encontrados foram selecionados eliminando
aqueles que estudavam os tumores de mama, prostata e glioblastoma associados a
outros tumores, que ndo os de interesse para a realizacao dessa revisao de literatura.
A escolha dos trabalhos ndo se restringiu ao ano de publicacédo, porém, s6 foram
encontrados trabalhos relacionando os HDAci aos tumores de interesse a partir de
2009
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4 — DESENVOLVIMENTO

O equilibrio entre a transcri¢do ativa e o silenciamento de genes tem papel de
destaque em manter a homeostase celular. Mudancas na estrutura da cromatina séo
capazes de afetar esse balanco e influenciar na transformacgéo das células (TSAI &
BAYLIN, 2011). Dentro desse contexto, a acetilagcdo se insere como um mecanismo
capaz de afetar a estrutura da cromatina e consequentemente a expressao génica.
Em desequilibrio, as enzimas HAT e HDAC séo capazes de causar modificacdoes
epigenéticas associadas ao desenvolvimento e progressao tumoral (WEICHERT,
2009; WEICHERT, et al., 2008). Assim, as mudancas epigenéticas tem um forte papel

no desenvolvimento do cancer de préstata, cancer de mama e glioblastoma.

O aumento da atividade de HDAC é capaz de suprimir genes importantes para
o controle de proliferacéo, crescimento, adesao e reparo celular sendo considerado
um alvo promissor de estudos sobre biomarcadores no diagnéstico de diversos
tumores como 0 CP, CM e GBM (NGOLLO etal., 2014; KIM et al., 2001; TRYFONIDIS
et al., 2016; STABERG et al., 2017). Estudos sobre sua atividade vém crescendo nos
altimos anos mas apesar disso, ndo h4 um grande corpo de dados disponivel na
literatura. Alguns trabalhos presentes na literatura relacionam o seu aumento com a
repressdo de varios genes importantes para o funcionamento da maquinaria de
controle celular e também para a diferenciacdo celular, sendo essa represséo
associada a proliferacdo de células menos diferenciadas (HALKIDOU et al., 2004).
Esse conjunto de eventos promove uma multiplicacdo celular desregulada
contribuindo assim para progresséao tumoral (GLOZAK & SETO, 2007). Sua relacdo
com a tumorigénese, interessantemente, também possui envolvimento com o
silenciamento transcricional de reguladores negativos do ciclo celular, genes anti-
apoptoticos e genes supressores tumorais (LI, CARROL & DAHIYA, 2009), estando
dessa forma relacionado a prognésticos ruins (WEST & JOHNSTONE, 2014).

Dentro da classe das HDACs, algumas delas sdo descritas na literatura e
consideradas mais importantes para o crescimento dos tumores estudados nesse
trabalho. Séo elas: HDAC1, HDAC3 e HDACS superexpressas em tumores de mama
(LI et al., 2016; KRUSCHE et al., 2005), HDAC1, HDAC2 e HDAC3 superexpressas
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em tumores de préstata e HDAC 1, HDAC3 e HDAC6 superexpressas em
glioblastoma (STABERG et al., 2017). Porém, o envolvimento de outras HDACs ja
vem sendo estudadas na literatura, mostrando que muitas descobertas a cerca dessas
enzimas e do seu papel frente a tumorigénese ainda precisam ser investigadas para

gue se defina o tratamento ideal e direcionado para cada tipo de tumor.

Das HDACs com papéis relevantes nos tumores de interesse, a HDACL1 foi a
primeira desacetilase identificada e descrita em mamiferos (TAUNTON, HASSIG &
SCHREIBER, 1996). Depois dela, muitas outras HDACs e suas relacbes com a
progressdo de diversas doencas incluindo o cancer ja vem sendo descritas. As
HDACs 1, 2 e 3 estdo envolvidas na regulagéo do ciclo celular causado pela represséao
de genes envolvidos no controle do ciclo celular como p21 (BOSE, DAI & GRANT,
2014). A superexpressao de HDAC1 também esta relacionada a inibicdo do receptor
de estrogénio, importante para o tratamento de pacientes com cancer de mama
(KAWAI et al, 2003) e a superexpressdo de HDAC3 relaciona-se a baixa
sobrevivéncia de pacientes com GBM (STABERG et al., 2017). As HDACs 4,5,7¢e 9
Sa0 co-receptores transcricionais responsaveis pela atividade catalitica de varios
complexos e interage com fatores de transcricdo como BCL6, MEF2, PLZF e HP1
(BERTOS, WANG & YANG, 2001). Em cancer de mama foi visto o aumento da
expressdo de HDAC5 em pacientes, sendo o seu aumento relacionado a um pior
progndstico ao avaliar amostras de tecidos (LI et al., 2016). HDACG6 é capaz de regular
processos bioldgicos como a migracédo celular, degradacao de proteinas e formacéao
de sinapses (LEE et al., 2008) além de atuar na inibicao das proteinas chaperonas,
como Hsp90, impedindo dessa forma o dobramento apropriado de outras proteinas
(BOSE, DAI & GRANT, 2014). Em glioblastoma, essa enzima vem sendo relacionada,
ainda, com a formacao de esferoides e proliferacdo celular (WANG et al., 2016). Por
fim, HDACG6 regula a contragdo do mausculo liso e em eventos relacionados a
proliferacéao celular (WALTREGNY et al., 2005).

De modo geral, observa-se que todas as HDACs ao apresentarem expressao
aumentada sdo capazes de alterar funcdes celulares relacionadas a proliferacéo e
diferenciacdo celular, reprimir genes conhecidos na literatura como supressores
tumorais, fazendo com que o tumor adquira propriedades mais proliferativas e
agressivas e também aumentando a angiogénese através de fatores como HIFlalfa e
VEGF (CRESS & SETO, 2000; JUAN et al., 2000; LI, SHIN & KWON, 2013). Além
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disso, sdo capazes de regular positivamente proteinas pro apoptéticas como Bim, Bmf
e Noxa (PMAIP1) através da sua atuacdo sobre p53 (acetilagdo de p53) e também
promover o estresse do reticulo endoplasmatico, levando a ativacdo de UPR que por

sua vez ativara genes responsaveis pela morte celular (BOSE, DAI & GRANT, 2014).

Dentro desse contexto, os HDACI se inserem como um potente alvo terapéutico
(LI, et al., 2016; KRUSCHE, et al., 2005). O silenciamento de HDAC é capaz de inibir
a proliferacéo celular, induzir a apoptose e impedir a migracao celular (LI, et al., 2016).
Além disso, é capaz de silenciar supressores tumorais como p53 e p21 que regulam
atividades celulares como diferenciacdo, apoptose e sobrevivéncia celular (LI, SHIN
& KWON, 2013).

Ainda sdo poucos os estudos clinicos em pacientes encontrados na literatura, o
gue mostra que os estudos e pesquisas sobre inibidores de HDAC relacionado aos
tumores de prostata, mama e glioblastoma ainda sao recentes e requerem mais tempo
para serem melhor compreendidos e avaliados. No Brasil ndo foram encontrados

testes clinicos em desenvolvimento, a partir de buscas pelo site <clinicaltrials.gov>,

sendo o maior nimero de estudos concentrados nos EUA. Entretanto, em modelos
animais e culturas celulares, os resultados sdo mais satisfatérios e resultados

relevantes ja foram publicados por muitos grupos.

Cancer de préstata

Quando diagnosticado nos estagios mais iniciais, esse cancer tem altas
chances de cura através dos tratamentos convencionais — prostatectomia e/ou
radioterapia (KOHLI & TINDALL, 2010). Porém, nos casos em que as intervencdes
convencionais ndo foram suficientes ou em casos de diagnéstico tardio e de
metastase, esses tratamentos ndo sdo suficientes e requerem novas abordagens

terapéuticas.
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Em estudos pré-clinicos utilizando camundongos com CP e administrando a
droga vorinostat associada a uma droga capaz de induzir apoptose e inibir a
metastase chamada pterostilbeno, observou-se que houve inibicdo do crescimento
tumoral, sendo esse resultado dependente da reducdo da angiogénese ocorrida por
esse tratamento (Figura 21) (BUTT et al.,, 2017). Em modelos celulares, a droga
vironostat foi capaz de inibir o crescimento celular induzindo a parada no ciclo celular
e apoptose (HUANG & PARDEE, 2000).
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Figura 21: Diminuic8o da expresséo de MTA1 e HIF-1alfa pelas drogas pterostilbeno e vorinostat
(SAHA). Camundongos tratados com 10mg/kg de pterostilbeno e 50mg/kg de vorinostat por via
endovenosa 5 dias/semana durante 10 semanas. MTAL (proteina associada a metastase 1) e HIF-1alfa
sdo marcadores de metastase e angiogénese. A: Imunohistoquimica. B: Andlise quantitativa de western
blot, 1: Veiculo (10% de DMSO), 2: Pter, 3: SAHA, 4: Pter + SAHA) (BUTT et al., 2017).
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AUTOR/ DROGA/ DOSAGEM/ NUMERO DE TOXICIDADE/ RESULTADOS
ESTUDO VIA ORAL POSOLOGIA PACIENTES/GRUPQOS EFEITOS ADVERSOS
Bradley D. Vorinostat 400mg/dia. 27 com metastase. Fadiga, nausea, Doenga estabilizada em 2 pacientes
etal. anorexia, vomito, (7%) e redugdo da expressdo de IL-
(2009) diarreia e perda de 6.
peso.

Molife L.R. Romidepsina 13mg/m? nos dias 1, 8 e 35 com metdstase e Ndusea, fadiga, vomito e | Diminui¢do nos niveis de PSA de
etal. (endovenosa) 15 a cada 28 dias. resistentes a castragdo. anorexia. 5,7%
(2010)
Rathkopf D.E. Grupo 1: 1:20mgnosdias1,3e5 16 resistentes a Dispnéia e neutropenia. | Grupo 1: todos os pacientes
etal. Panobinostat de panobinostat castracdo (8 em cada desenvolveram progressdo da
(2010) Grupo 2: 2:15mg de panobinostat | grupo). doenga.

panobinostat + + 75mg/m? de docetaxel. Grupo 2: 5 de 8 (63%)

docetaxel apresentaram diminuigdo de PSA.

(endovenoso)
Rathkopf D.E. Panobinostat 20mg/m? nos dias 1 e 8 35 resistentes a Fadiga, Sem resultados clinicos
etal. (endovenoso) de cada ciclo de 21 dias. castracdo e que trombocitopenia, promissores.
(2013) receberam nauseas e diminuicdo do

quimioterapia. apetite.

Eigl B.). SB939 60mg 3x/semana. 38 resistentes a Fadiga e ndusea. N3o € recomendado o uso de
etal. castracdo e metastaticos. SB939 como Unico agente.
(2015)

Figura 22: Estudos clinicos com HDACi em cancer de prostata.

O trabalho de fase Il de Bradley D. e colaboradores publicado em 2009, avaliou
27 paciente com CP progressivo e que fizeram quimioterapia anteriormente. Foi
administrado 400mg/dia de Vorinostat por via oral. A doenca se estabilizou em 2
pacientes (7%) porém causou diversas toxicidades em grandes propor¢cdes o que
levou a conclusao de que o efeito toxico limita a avaliacéo da eficacia da droga nesses
pacientes. J& a reducdo da expressao de IL-6 (interleucina 6) que € uma citocina que
estimula a progressédo de alguns tipos de tumor, como por exemplo o cancer de
préstata metastatico (ADLER et al., 1999). A inibicdo de HDAC esta associada a
diminuicao da expressao de IL-6 e outros mediadores pro-inflamatérios (LEONI et al.,
2005), por isso, a sinalizacédo de IL-6 pode ser um indicador de resposta favoravel ao
vorinostat (BRADLEY et al., 2009) e sugere a continuacao de estudos clinicos dessa

droga.

Molife L.R. e colaboradores, realizaram, em 2010, um ensaio de fase Il ndo
randomizado com o HDACi Romidepsina em 35 pacientes com CP metastatico e
resistentes a castracéo. A dose de 13mg/m? foi administrada por via endovenosa nos
dias 1, 8 e 15 durante 6 ciclos de 28 dias. A diminuicdo nos niveis de PSA foi
considerada baixa, atingindo apenas 5,7%. As toxicidades apresentadas foram
nausea, fadiga, vdomito e anorexia. A atividade antitumoral da Romidepsina foi baixa

by

em pacientes com céancer de prostata metastatico e resistentes a castracdo. Os
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autores sugerem entdo novos estudos para avaliar a agdo de HDACi em associacao
com outras drogas (MOLIFE et al., 2010). Existem dois tipos de castracao, a castracao
fisica (orquiectomia bilateral) com retirada dos testiculos e a castracdo quimica com o
uso de droga agonista do receptor do horménio liberador do horménio luteinizante
(LHRH).

O trabalho de fase | feito por Rathkopf D.E. e colaboradores em 2010, separou
16 pacientes com CP resistentes a castragcdo em 2 grupos (8 pacientes em cada
grupo). No grupo 1 era administrado 20mg de Panobinostat por via oral nos dias 1, 3
e 5 durante 2 semanas e no grupo 2: 15mg de Panobinostat por via oral nos dias 1, 3
e 5 durante duas semanas associado a 75mg/m? de Docetaxel endovenoso. As
toxicidades apresentadas foram dispneia e neutropenia. Concluiu-se que a utilizacéo
do Panobinostat para esse tratamento especifico é seguro uma vez que essa droga
reduz os niveis de PSA. Porém, os autores sugerem o uso da droga por via
endovenosa a fim de aumentar as concentracbes maximas da mesma no sangue
(RATHKOPF et al., 2010).

O estudo de fase Il publicado por Rathkopf D.E. e colaboradores de 2013 com
35 pacientes com cancer de préstata resistente a castracdo que ja receberam
quimioterapia. A droga utilizada foi o Panobinostat administrado por via endovenosa
de 20mg nos dias 1 e 8 de cada ciclo de 21 dias. O Objetivo do trabalho era avaliar a
taxa de sobrevida livre de progressao tumoral (SLPT) ao final de 24 semanas. Dos 35
homens, 5 (14,5%) apresentaram declinio nos niveis de PSA durante o tratamento
mas nenhum apresentou um declinio de 50% ou mais (Figura 23). 28 pacientes (80%)
vieram a 6bito apds 24 semanas e apenas 4 sobreviveram sem progressao da doenca.
Sendo assim, o0 tratamento apenas com Panobinostat em pacientes com CP
resistentes a castracao nao apresentou resultados clinicos suficientes (RATHKOPF et
al., 2013).
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Numero de
pacientes

N=35

28 (80)

11 (31.4)
17 (48.6)
Redugdo (%)
Todos 5(14,3)
0a30% 4(11.4)
30 a 50% 1(2,9)
Sem alteragao
¥)] 1(2,9)

Todos

Figura 23: Alteracfes nos niveis PSA ap6s tratamento. (Adaptado de: RATHKOPF et al., 2013).

O estudo de fase Il ndo randomizado de Eigl B.J. e colaboradores publicado
em 2015 em 38 pacientes com cancer de prostata resistentes a castracdo e
metastaticos, dos quais 88% ndo haviam recebido quimioterapia anteriormente.
Administrou-se 60mg 3x/dia de SB939 por via oral durante ciclos de 4 semanas, sendo
3 semanas de administracdo da droga e 1 semana de descanso. Apés o final de cada
ciclo (em média 3 por paciente) diversas andlises foram feitas como por exemplo
exames hematolégicos, bioquimicos e PSA e coleta de células tomorais circulantes.
Os efeitos adversos apresentados foram fadiga e nausea. Embora a droga tenha sido
bem tolerada na dose administrada nesse estudo e tenha havido diminuigdo no
namero de células tumorais circulantes na maioria dos pacientes, ndo houve resultado
satisfatorio relacionado a diminuicdo de PSA e por isso 0s autores ndo recomendam

0 uso dessa droga como unico agente nesse tratamento (EIGL et al., 2015).

Dos estudos clinicos que utilizam HDACI para o tratamento de CP, apenas 1
associou um inibidor HDAC a outra droga, sendo esse estudo 0 que apresentou 0
melhor resultado. Isso mostra que é necessario que mais estudos clinicos que
associem os HDACI a outras drogas sejam desenvolvidos. Além disso, 0s pacientes
utilizados nos testes clinicos apresentavam estagio avancado de CP, apresentando
tumor metastatico ou resistentes a castracdo, ou seja, que conseguem manter um
crescimento celular acelerado em ambiente desprovido ou com baixos niveis de

testosterona. Nestes casos, ha dificuldade de se encontrar tratamento satisfatoério.
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Sendo assim, € provavel que estudos realizados com pacientes em estagios iniciais

da doenca, alcancariam resultados mais eficientes.

Sabe-se, ainda, que o CP apresenta crescimento lento e sua progressao esta
associada a idade avancada do paciente (BELL et al, 2015), isso indica que é possivel
que os homens acometidos por essa patologia apresentem, além de CP, outros
problemas de saude concomitantes, prejudicando a farmacodindmica das drogas
utilizadas no tratamento, por afetar na dinamica de absorcéo e distribuicdo da droga

por conta do uso de outros medicamentos usados simultaneamente.

Além disso, dos 5 trabalhos de ensaios clinicos encontrados e selecionados, 3
deles foram desenvolvidos pelo mesmo grupo cientifico: Bradley et al, 2009; Rathkopf
et al, 2010 e Rathkopf et al, 2013. Tais pontos citados, podem ser capazes de explicar
0 motivos dos ensaios clinicos em CP ndo possuirem tantos resultados promissores

e relevantes.

Cancer de mama

Em aproximadamente 90% dos casos de CM pelo menos um dos fatores ER+,
PR+ ou HER2+ é expresso (DESANTIS, et al.,, 2015). As terapias se baseiam,
justamente, nesses fatores para tratar os pacientes. Em muitos desses pacientes as
terapias com inibidores hormonais e agentes direcionados a HER2 realmente
melhoram a sobrevivéncia do paciente (GIULIANO, et al., 2011). No entanto, apesar
desses tratamentos, € comum que alguns tumores desenvolvam resisténcia a essas
terapias (TRYFONIDIS et al., 2016). Além disso, nos 10% dos casos, em que 0S
tumores ndo apresentam esses marcadores, apenas a quimioterapia € utilizada, por
nao existirem farmacos especificos clinicamente aprovados (TRYFONIDIS et al.,
2016).

Em camundongos com CM foi visto que a utilizacdo da droga vorinostat, levou
a reducéo de 40% de incidéncia tumoral nesses animais (COHEN et al., 2002). Em
cultura de células TNBC (de tumor de mama triplo negativo), panobinostat foi capaz
de diminuir a proliferagéo e sobrevivéncia celular bloqueando a progressao do ciclo

celular nas fases G2/M. Essa droga foi capaz também, de induzir apoptose apos 24h
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em cultura em todas as linhagens celulares (MDA-MB-157, MDA-MB-231 e BT-549)
(Figura 24) (TATE et al. 2012).

MDA-MB-157

MDA-MB-231

BT-549

Figura 24: O panobinostat induz apoptose em células TNBC. Imagens de microscopio confocal

mostrando corpos apoptoticos (setas) nas linhagens celulares. Marcacdo vermelha: Filamentos de

actina. Marcacéo verde: Acetilac@o de histonas H3. Marcagéo azul: DAPI (TATE et al. 2012).

Estudos clinicos com HDACi em cancer de mama

AUTOR/ DROGA/ DOSAGEM/ NUMERO DE TOXICIDADE/ RESULTADOS
ESTUDO VIA ORAL POSOLOGIA PACIENTES/GRUPOS EFEITOS ADVERSOS
Munster P.N. et | Vorinostat + 400mg/dia de 43 com CM metastatico ER+ Fadiga, ndusea, diarreia, 21% dos pacientes apresentou
al. (2011) Tamoxifeno Vorinostat + 20mg/dia anorexia, hiperglicemia, doenca estabilizada.
de Tamoxifeno trombocitopenia,

neutropenia, linfopenia

Ramaswamy B.
et al. (2012)

Vorinostat +
Paclitaxel +
Bevacizumab

200-300mg 2x/dia
intervalados de
Vorinostat

54 com CM metastdtico

Fadiga, diarreia,
hiperglicemia,
trombocitopenia e
neutropenia

Acetilacdo de alfa tubulina e
inibicdo funcional de hsp90.

Stearns V. et al.
(2013)

Vorinostat ou
placebo

Grupo 1: 6 doses de
300mg 2x/dia
Grupo 2: placebo

50 com CM invasivo (25 por
grupo)

Diarreia, fadiga, alteragdo
no paladar e nausea

Diminuicdo da expressdo de kib7,
stk15 e cyclin B1 (fatores
associados a proliferacdo).

Yardley A. et al.
(2013)

Entinostat +
Exemestano ou
Exemestano +
placebo

Grupo 1: Exemestano
25mg/dia + Entinostat
5mg/semana

Grupo 2: Exemestano
25mg/dia + placebo

130 com CM avancado e ER+
(64 no grupo 1 e 66 no grupo
2)

Fadiga e neutropenia

SGM de 28 meses no grupo 1 e 19
meses no grupo 2.

3xfsemana de
Panobinostat +
2,5mg/dia de
Letrozole.

TuY.etal. Vorinostat + 80mg/semana de 55 com CM avancado Efeitos gastrointestinais e | Aumento da acetilacdo de alfa

(2014) Paclitaxel Paclitaxel + 200-300mg dor de cabeca tubulina e inibicdo de HDAC6 e
(endovenosa) 2x/dia de Vorinostat hspg0.

Tan W.W. et al. Panobinostat + | 20mg (grupo 1) ou 12 com CM metastatico (6 Trombocitopenia, 2 pacientes do grupo 2 obtiveram

(2016) Letrozole 30mg (grupo 2) por grupo) neutropenia, resposta melhorada a

hiponatremia, diarreia e
aumento de creatinina

quimioterapia.

Figura 25: Estudos clinicos com HDACi em cancer de mama.

O estudo de fase Il de Munster P.N e colaboradores de 2011 avaliou 43

pacientes com cancer de mama metastatico ER positivos pré e pds-menopausa

tratados com 400mg/dia de Vorinostat durante 3 semanas e 20mg/dia de tamoxifeno,
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um inibidor de aromatase e também antagonista do receptor de estrogénio, por 4
semanas, todos em formulacao oral. Os pacientes permaneceram em tratamento até
o surgimento de toxicidade inaceitavel como por exemplo trombocitopenia,
neutropenia e linfopenia. 21% do pacientes que participaram do estudo apresentaram
estabilizacdo da doenca, porém, todos eles ja haviam feito uso de algum inibidor de
aromatase anteriormente. Foi feito também uma relagcdo da resposta a droga com a
acetilacao de histonas, mostrando que a resposta era melhor quando havia acetilacao.
Dessa forma, o estudo concluiu que a combinacao desses farmacos foi bem tolerada
e apresenta resultados promissores para o tratamento de CM (MUNSTER et al.,
2011).

O trabalho de fase | e Il de Ramaswamy B. e colaboradores do ano de 2012 se
concentrou em determinar a eficacia e seguranca do uso de Vorinostat associado ao
Paclitaxel -droga capaz de desorganizar a rede de microtibulos e levar a
despolimerizagdo- e ao Bevacizumab- um bloqueador da acdo de VEGF- em CM
metastatico. Foram 54 pacientes com CM metastatico receberam 200-300mg de
Vorinostat 2x/dia por via oral nos dias 1-3, 8-10 e 15-17 associados a 90mg de
Paclitaxel por via endovenosa nos dias 2, 9 e 16 além de 10mg por via endovenosa
de Bevacizumab nos dias 2 e 16 a cada 28 dias. 10 pacientes precisaram reduzir a
dose de Vorinostat por apresentar toxicidades como fadiga, diarréia, hiperglicemia e
trombocitopenia e neutropenia. O uso de Vorinostat induziu a acetilacdo de alfa
tubulina e inibicao funcional de Hsp90. Os autores concluem que mais pesquisas em
cancer combinando Bevacizumab e Paclitaxel devem ser desenvolvidas
(RAMSWAMY et al., 2012).

O estudo de fase Il de Yardley D.A. e colaboradores de 2013 se concentrou em
mulheres com cancer de mama avancados e ER positivos em situacdo de pés-
menopausa. As 130 mulheres de regibes da América do Norte, Europa Central e
Russia, foram divididas aleatoriamente em 2 grupos. O primeiro, com 64 pacientes,
receberia 5mg 1x/semana de Etinostat associado a 25mg por dia do inibidor de
aromatase, Exemestano, por via oral e o0 segundo, com 66 pacientes, receberia 25mg
por dia de Exemestano associado a um placebo por via oral em ciclos de 28 dias,
sendo observados até suas mortes. O grupo 1 apresentou melhora na SLPT de 4,3
meses contra 2,3 meses no grupo que utilizou o placebo. Fadiga e neutropenia foram

as toxicidades mais frequentes. O Etinostat em associagdo com 0 Exemestano foi bem
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tolerado e demonstrou bons resultados em pacientes com cancer de mama avancgado
gue apresentam ER positivo (YARDLEY et al., 2013).

O trabalho de Stearns V. e colaboradores de 2013, se direcionou a pacientes
com cancer de mama invasivo e recém diagnosticado que fizeram uso do pan-inibidor
de HDAC, Vorinostat, e dos que nao fizeram uso dessa droga. Amostras de tecido de
25 mulheres que receberam até 6 doses de 300mg 2x/dia de Vorinostat e 25 que nao
receberam o tratamento. Houve entédo a investigacdo de genes expressos a partir de
RT-PCR e imuno-histoquimica. O tratamento com Vorinostat apresentou diminui¢ao
significativa na expressdo de genes associados a proliferacdo como Ki67, STK15 e
Cyclin B1 (Figura 26). Este trabalho conclui que a administracdo dessa droga é capaz
de diminuir a expressdo de genes associados a proliferacdo de células em tumores
de mama ndo tratados anteriormente e sugere o uso desse HDACi em associagao
com outros agentes para melhores resultados no tratamento desse tumor (STEARNS
et al., 2013).
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Figura 26: Expressédo dos genes Ki67, STK15 e Cyclin B pré e pds tratamento com vorinostat.
Mulheres tratadas com vorinostat (+, N=14) Grupo controle (o, N=11). (STEARNS V. et al., 2013).

O estudo de fase | e Il de Tu Y. e colaboradores do ano de 2014, avaliou 55
pacientes com CM ap6s 12 doses semanais de 200-300mg por via oral em dias
alternados de Vorinostat associado a 80mg de por via intravenosa. Os efeitos
adversos apresentados se concentraram nos efeitos gastrointestinais e dores de

cabeca. Pdde-se concluir que o Vorinostat aumentou a acetilacdo de Hsp90 e alfa
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tubulina e diminuiu a proteina Hsp90 e a expressdo de HDACS6, reduzindo a

sobrevivéncia celular em cancer de mama (TU et al., 2014).

O estudo de fase | de 2016 feito por Tan W.W. e colaboradores, com 12
pacientes e dividindo-os em dois grupos de 6 pacientes, utilizou-se do Panobinostat,
associado a um inibidor de aromatase, Letrozole (aprovado pelo FDA para o
tratamento de cancer de mama com resposta hormonal). Todos os 12 pacientes
possuiam tumor de mama metastatico sendo 10 deles ER positivos e 2 triplo
negativos. A dosagem dos farmacos por via oral utilizados no primeiro grupo foi de
20mg 3x/semana de Panobinostat associado a 2,5mg diariamente de Letrozol. No
segundo grupo a dosagem, por via oral foi de 30mg 3x/semana de Panobinostat
associado a 2,5mg diariamente de Letrozol em um total de 43 ciclos de tratamento. O
objetivo de separar os pacientes em 2 grupos e administrar doses diferentes para eles
foi determinar a dose méaxima tolerada (DMT) do Panobinostat em associagcdo com o
Letrozol. O DMT foi definido como a dose mais alta que levou a pelo menos dois
problemas de toxicidade que incluiam trombocitopenia, neutropenia, anemia,
nauseas, vomitos e diarreia. Esse estudo recomenda o uso de uma dose inicial de
20mg 3x/semana de Panobinostat associado a Letrozol e, caso ndo haja toxicidade
grave, que a posologia seja de 30mg de Panobinostat, uma vez que os resultados
positivos se concentraram nos pacientes do grupo 2. Além disso, sugere resultados
encorajadores para pacientes triplo negativos e com baixos niveis de ER reforcando
a importancia de estudos que associem os HDACi com inibidores de aromatase para

o tratamento de cancer de mama metastatico (TAN et al., 2016).

Os ensaios clinicos feitos utilizando HDACi em céancer de mama se
concentraram em pacientes que apresentavam tumor metastatico e invasivo, ou seja,
tumores em estagios de desenvolvimento bem avancado. Esse fator pode explicar o
motivo dos resultados obtidos ndo serem melhores do que os apresentados. Estudos
clinicos com HDACI deveriam focar em pacientes recém diagnosticados a fim de evitar
que o quadro da doenca ndo alcance niveis criticos como o0 aparecimento de
metastases. Além disso, grande parte dos trabalhos se direcionam a pacientes que
apresentam positividade para algum dos fatores ER, PR e HER2, sendo que os
tumores triplo negativos sao os tumores de mama que apresentam menos opcao de
tratamento e deveriam se tornar o foco de estudos que buscam alternativas

farmacoldgicas para tratamentos eficazes.
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Nos casos em que 0s pacientes desenvolvem resisténcia aos fatores
hormonais, uma alternativa seria associar os HDACi a outros farmacos além dos
inibidores de aromatase, que sdo 0s mais utilizados nos ensaios clinicos citados
acima. Estudos pré-clinicos apresentam resultados promissores na combinacéao de
BEZ235 um inibidor duplo PISBK/ mTOR e TSA. Essa associacao resultou em inibicéo
significativa do crescimento celular por apoptose em diversas linhagens celulares de
CM (Figura 27). Sendo assim, mais estudos pré-clinicos e clinicos precisam ser
desenvolvidos relacionando os HDACI a outras drogas para se buscar a associacao

gue garante resultados promissores (CHEN et al., 2017).
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Figura 27: A associacdo de TSA e BEZ235 induz uma maior apoptose celular em linhagem de
CM. Marcagéo azul: DAPI (CHEN et al., 2017).

Glioblastoma

O tratamento contra o GBM se restringe a quimioterapia e radioterapia, porém,
é relatado que esses tratamentos selecionam as células tronco tumorais, que sédo mais
agressivas e se multiplicam mais rapidamente (SINGH et al., 2004; GALLI et al., 2004;
CALABRESE et al., 2007; BAO et al., 2006a; RICH J.N., 2007; DONNERBERG et al.,
2005). Por conta dessa selecdo, a recorréncia nesse tipo de tumor ocorre em
praticamente todos 0s casos e menos de 5% dos pacientes sobrevivem apds 5 anos
de diagndéstico, 0 que torna extremamente necessaria a busca de novas abordagens
terapéuticas (LEE et al., 2017; STRUPP et al., 2005). Uma alternativa terapéutica

promissora seria, justamente, os inibidores de HDAC.

Em estudos pré-clinicos em modelo de cultura de células de GBM, utilizando
a droga Tricostatina A (TSA), observou-se que houve reducéo da proliferacéao celular
apresentando parada na fase G2/M do ciclo celular e aumento de GFAP, utilizado

nesse caso como marcador celular (SASSI et al., 2014). Outro estudo com células de
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GBM em suspenséo permitindo a formacgéo de esferéides mostra que o uso do HDACI
SAHA diminui a viabilidade celular (Figura 28), reduz a expressdao de marcadores

relacionados a caracteristicas de células tronco (HSU et al., 2016).
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Figura 28: O tratamento com SAHA diminui a viabilidade celular de células U87MG de GBM.
(HSU et al., 2016).

Estudos clinicos com HDACi em glioblastoma

Temozolamida (TMZ)

alte grau (incluindo
GBIM)

trombecitopenia,
fadiga, linfopenia e
eventos
tromboembdlicos.

AUTOR FARMACO/ VIA ORAL DOSAGEM MUMERO DE TOXICIDADE RESULTADOS
PACIENTES
Ilwamoto F.M. et al. Romidepsina 13,3mg/m*-17,7mg/m’ de | Fasel: 8 Trombocitopenia, Ma doze utilizada foi ineficaz o
{2011) Romidepsina nos dias 1, 8 | Fasell: 35 ndusea, anemia e tratamento de pacientes com GBM
el5. fadiga recorrente.
Chinnayan P. et al. Vorinostat, 400mg de Vorinostat + 19 com GBM Fadiga e diarreia, As altas dozes de vorinostat
(2012) Bevacizumab e CPT-11 | 10mg/kg de Bevacizumab | recorrente hipertensdo/hipotensd | apresentaram uma sobrevida
+125mg/m” de CPT-11. o e isquemia do SNC. melhorada e sem progress&o quando
comparadas as menores doses.
Friday B.B. et al. Vorinostat + 400mg de Vorincstat + 37 com GBM Trombocitopenia, Combinagao dessas drogas nas
(2012) Bortezomib 1,3mg/m’ de Bortezomib. | recorrente fadiga e neutropatia, dosagens utilizadas para pacientes
linfopenia e com GBM recorrente ndo &
neutropenia. recomendada.
Lee E.Q. et al. (2012) Worinostat + 500mg/dia de Vorinastat. =5 cam glioma de Anorexia, hemorragia, Observou-se hiperacetilagdo de

histonas H3 & H4 em células
mononucleares periféricas,

Krauze AV. etal.
(2015)

WPA + Temozolamida +
radiagdo padrao

25mg/kg de VPA dividido
em duas doses didrias +
75mg/m*® de TMZ.

37 recém
diagnosticados

Toxicidades no sangue
e na medula dssea,
neurcldgica e
metabdlica.

A SGM apresentada foi de 28,6 meses
e & SLPT foi de 10,5 meses.

Lee E.Q. et al. (2015)

Panobinostat +
Bevacizumab

30mg 3x/semana de
Panobinostat + 10mg/kg a
cada 2 semanas de
Bevacizumab.

39 com glioma
recorrente de alto
grau (GBM e glioma
anaplasico
recorrente)

Hipofosfatemia,
trombocitopenia,
limfopenia,
neutropenia, elevagdo
da alanina
aminotrasferase,
hemerragia e embclia
pulmenar.

SLPT em GEM de 30,4% em uma
média de 5 meses.

Galanis E. et al. [2009)

Vorinostat

200mg 2x/dia.

66 recorrentes

Trombocitopenia,
fadiga, desidratacBo e
hipernatremia.

A 5GM dos pacientes foi de 5,7
meses.

Figura 29: Estudos clinicos com HDACi em glioblastoma.
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No estudo de Galanis E. e colaboradores de 2009 com 66 pacientes com GBM
recorrente administrou 200mg 2x/dia de Vorinostat durante 14 dias seguida de um
periodo de repouso de 7 dias. As toxicidades observadas foram trombocitopenia,
fadiga, desidratacdo e hipernatremia e a sobrevivéncia global média (SGM) dos
pacientes foi de 5,7 meses. O Vorinostat apresentou atividade modesta nos pacientes
participantes do estudo porém, alguns pacientes obtiveram um beneficio clinico
consideravel e por isso, 0s autores sugerem novos estudos com O vorinostat em
combinacgéo a outras drogas para pacientes com GBM recorrente (GALANIS, et al.,
2009).

O estudo de fase | e Il de Iwamoto F.M. e colaboradores de 2011 se concentrou
em determinar a farmacocinética da Romidepsina quando injerida em associa¢cao com
um farmaco antiepiléptico indutor de enzimas -porque os farmacos antiepilépticos
induzem fortemente CYP3A4- e avaliar a eficacia antitumoral da Romidepsina em
pacientes com glioblastoma recorrente que nao usaram a Romipedsina em
associacdo com esses farmacos antiepilépticos. Na fase | do estudo, duas doses de
Romidepsina foram administradas em 8 pacientes, 13,3mg/m? e 17,7mg/m? nos dias
1, 8 e 15 a cada 28 dias e foi observado que o perfil farmacocinético foi similar nos
pacientes que receberam a Romidespsina associada a um farmaco antiepiléptico e
nos pacientes que receberam apenas a Romidepsina. Na fase Il, 35 pacientes foram
tratados com Romidepsina endovenosa na dosagem de 13,3mg/m? nos dias 1, 8 e 15
de cada ciclo de 28 dias. A SLPT foi em média de 8 semanas e até o fim do estudo
34 pacientes (97%) vieram a 6bito, sendo a duracdo média de sobrevivéncia de 34
semanas. Além disso, foram feitas radiografias durante todo o estudo para avaliar o
didmetro do tumor. O estudo conclui que a Romidepsina em sua dose de
administracdo padrdo ndo foi suficiente no tratamento de pacientes com GBM
recorrente porém em combinag¢do com outros agentes ou radioterapia podem ser mais
eficazes (IWAMOTO, et al., 2011).

Chinnayan P. e colaboradores em 2012 iniciaram um estudo de fase | para
determinar as toxicidades limitantes da dose e a DMT da combinacdo de Vorinostat,
Bevacizumab e CPT-11 em glioblastoma recorrente. 19 pacientes participaram desse
estudo sendo as doses estabelecidas de 400mg por via oral entre os dias 1 e 7 e 15
e 21 a cada 28 dias de Vorinostat, 10mg/kg de bevacizumab por via endovenosa nos

dias 1 e 15 de cada ciclo e 125mg/m? de CPT-11 —farmaco que inibe a topoisomerase
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[, enzima importante no processo de replicagdo e empacotamento do DNA- por via
endovenosa também nos dias 1 e 15 de cada ciclo. As altas doses de Vorinostat
apresentaram uma sobrevida melhorada e sem progressao quando comparadas as
menores doses dessa droga. As toxicidades apresentadas foram fadiga e diarreia,
hipertensao/hipotensdo e isquemia do SNC. O estudo sugere a investigacdo mais
aprofundada da combinacéo do Vorinostat com o Bevacizumab.

No estudo de fase Il de Friday B.B. e colaboradores de 2012, foi avaliada a
eficacia de Vorinostat em combinagéo com o Bortezomib, um inibidor de proteossoma,
em 37 pacientes com GBM recorrente. A administracao dos farmacos foi de 400mg/dia
durante 14 dias em ciclos de 21 dias de Vorinostat por via oral e 1,3mg/m? nos dias 1,
4, 8 e 11 de cada ciclo de Bortezomib por via endovenosa. As toxicidades
apresentadas foram trombocitopenia, fadiga e neutropatia, linfopenia e neutropenia.
O tempo médio de progresséo da doenca foi de 1,5 meses e a SGM foi de 3,2 meses,
concluindo que a combinacdo dessas drogas nas dosagens utilizadas para pacientes

com GBM recorrente ndo é recomendada (FRIDAY, et al., 2012).

No estudo de fase | de Lee E.Q. e colaboradores de 2012 em 59 pacientes com
glioma de alto grau (incluindo 39 pacientes com GBM) foi dividido em duas fases. A
primeira fase teve o objetivo de definir a DMT do inibidor de HDAC, Vorinostat em
combinacdo com 150mg/m? de Temozolamida (TMZ) durante 5 dias em ciclos de 28
dias. A dose de Vorinostat administrada foi de 500mg por dia entre os dias 1 e 7 e
entre os dias 15 e 21 a cada ciclo de 28 dias. As toxicidades apresentadas foram
anorexia, hemorragia e trombocitopenia. Na segunda fase foi administrado 150mg/m?
por dia durante 5 dias no primeiro ciclo e 200mg/m? por dia durante 5 dias nos ciclos
subsequentes de TMZ e 400mg/dia entre os dias 1 a 7 e 15 a 21 a cada ciclo de 28
dias, os efeitos adversos apresentados foram fadiga, linfopenia, trombocitopenia e
eventos tromboembdlicos. Os pacientes das duas fases foram tratados por no maximo
13 ciclos. Coletas de sangue foram feitas durante todo o estudo para avaliar o estado
de acetilacdo das histonas em células mononucleares periféricas -células importantes
de defesa contra infecgbes-. O tratamento com Vorinostat resultou em hiperacetilacédo
das histonas H3 e H4 em células mononucleares periféricas e foi bem tolerado pelos
pacientes. Como essa droga atravessa a barreira hematoencefalica, é possivel que o

efeito observado nas células mononucleares periféricas seja observado também nas
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células de gliomas, podendo gerar resultados clinicos favoraveis para esses
pacientes, sendo portanto necessario novos estudos nessa area (LEE, et al., 2012).

No estudo de fase Il de Lee E.Q. e colaboradores do ano de 2015 em 24
pacientes com GBM e 15 pacientes com glioma anaplasico recorrente. Foi
administrado 30mg 3x/dia de Panobinostat por via oral em combinagédo com 10mg/kg
a cada duas semanas de Bevacizumab. A taxa de SLPT em pacientes com GBM foi
de 30,4% em uma meédia de 5 meses e a taxa de SLPT em pacientes com glioma
anaplasico recorrente foi de 46,7% em uma média de 7 meses. Os resultados obtidos
foram menores do que o esperado pelo grupo que nao observou aumento significativo
da taxa de SLPT comparado ao trabalho de Kreisl T.N. e colaboradores de 2009 que
observam a acéo isolada do Bevacizumab (KREISL et al., 2009; LEE, et al., 2015).

Em modelos pré-clinicos o VPA se mostrou sensibilizar células de GBM para
posterior radiacédo. Por isso, Krauze A.V e colaboradores iniciaram em 2015 um
estudo de fase Il com 37 pacientes recém diagnosticados que apresentassem
expectativa de vida maior que 8 semanas. Esses pacientes receberam 25mg/kg de
VPA por via oral dividido em duas doses diarias associadas a terapia de radiacao
padrdo e 75mg/m? de TMZ. As principais toxicidades apresentadas foram toxicidades
no sangue e na medula Ossea, toxicidade neuroldégica e metabdlica. A SGM
apresentada foi de 29,6 meses e a SLPT foi de 10,5 meses (Figura 30), mostrando
qgue a adicdo de VPA aos outros farmacos ja utilizados na clinica pode resultar em

melhores resultados aos pacientes (KRAUZE et al., 2015).
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Figura 30: Anélise Kaplan-Meier de SGM (A) e SLPT (B). (KRAUZE et al., 2015)
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Os numero de trabalhos publicados na literatura sobre glioblastoma tém
crescido nos ultimos anos (Figura 31) e, utilizando as estratégias de busca no pubmed
associando os tumores estudados nessa revisdo as modificagdes epigenéticas -mais
especificamente os inibidores da histona desacetilase- o glioblastoma foi o tumor que
apresentou o0 menor numero de artigos cientificos encontrado. Em contrapartida, os
estudos clinicos com HDACI foram os mais abundantes, mesmo que ainda em
pequeno numero. Isso pode ser relacionado aos problemas encontrados nos métodos
atuais para o tratamento dessa patologia que, na maioria dos pacientes acometidos,
nao gera resultados satisfatorios. Dentro desse contexto, os inibidores HDAC tornam-
se uma alternativa aos tratamentos convencionais e se 0 seu uso apresentar uma

melhora na sobrevida do paciente, por mais que pequena, ja € considerada favoravel.
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Figura 31: Relagdo da quantidade de artigos publicados sobre glioblastoma durante os anos.

Como dito anteriormente, esse tumor apresenta diversos subtipos celulares
incluindo as CSCs. Como a presenca dessas CSCs ja foi relacionada a agressividade
e manutencgao tumoral in vivo e in vitro (IGNATOVA et al., 2002; JORDAN et al., 2006;
REYA, 2011; AL-HAJJ et al., 2004), estudos clinicos deveriam investigar mais a fundo
se os inibidores HDAC afetam, de forma significativa, a viabilidade desse subtipo
celular. Essa investigacdo poderia se concentrar em identificar marcadores

especificos para células tronco e embrionarias pré e pds tratamento com a droga, por
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exemplo além de investigar fatores j4 observados nos ensaios clinicos para cancer de

prostata e mama como fatores associados a proliferagdo e angiogénese.

Outros ensaios clinicos foram encontrados, porém, avaliando diversos tipos de
tumores sélidos em conjunto e ndo s6 os tumores estudados nessa revisao. Estudos
combinaram a acdo de Bevacizumab e Acido Valpréico em diversos tumores sélidos
avangados incluindo CM e CP e observaram melhora na sobrevida dos pacientes
(WHELER et al., 2014). O uso de Etinostat em associacdo com Isotretinoina (13-cis
retinoic acid) que regula alguns fatores de transcricdo resultando na apoptose de
células, foi utilizado em 19 pacientes com neoplasias malignas incluindo o CP, durante
18 meses e nao apresentou resposta significativa mas sugere novos testes para
tumores de préstata, rim e pancreas (PILI, et al., 2012). Outro trabalho utilizando
Vorinostat associado a Docetaxel, droga que interfere no crescimento normal dos
microtUbulos, observou 12 pacientes, dentre eles homens com CP resistentes a
prostatectomia. Os resultados mostraram que a combinacgéo dessas duas drogas nao
€ bem tolerada e nenhuma resposta positiva foi observada (SCHNEIDER, et al.,
2012).
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5 - CONCLUSAO

Os HDACI séao opcdes promissoras no tratamento dos tumores de prostata,
mama e glioblastoma. Ensaios pré-clinicos com essas drogas apresentam resultados
bastante relevantes, embora mais ensaios clinicos sejam necessarios para confirmar
sua eficacia. Além disso, sua acédo se mostrou potencializada quando em associacao
a outras drogas ja usadas na clinica médica, reforcando, dessa forma, que os HDACI

podem se tornar opgdes positivas para o tratamento desses tumores.
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