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RESUMO 
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As estatinas são inibidores da 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA (HMG-CoA) redutase usados 

no tratamento de hipercolesterolemia. Estudos in vitro e in vivo têm demonstrado que as 

estatinas podem ter efeitos anti-cancerígenos. No presente estudo analisamos os 

mecanismos de toxicidade de sinvastatina e de lovastatina nas linhagens de câncer de 

próstata LNCaP e PC-3. Curvas dose-resposta do efeito das estatinas (0,1-100 µM) sobre as 

células LNCaP e PC-3 mostraram efeitos similares e maior sensibilidade das células PC-3 

do que das células LNCaP. Tratamentos de células PC-3 com sinvastatina 10 µM durante 

48 h induziu morte principalmente por apoptose, a qual foi associada ao aumento de 3 

vezes da [Ca2+]cit. Tanto a apoptose quanto o aumento da [Ca2+]cit foram prevenidos por 

mevalonato 100 µM presente no meio de cultura. Isso indica que a inibição da HMG-CoA 

redutase leva à apoptose mediada por Ca2+. Pifitrina-α, inibidor da proteína supressora 

tumoral p53, não preveniu apoptose em células PC-3 (p53 negativas) nem em células 

LNCaP (p53 positivas). Isso mostrou que a apoptose de células de câncer de próstata 

induzida por estatinas é independente de p53. Sinvastatina 60 µM induziu morte de células 

PC-3 principalmente por necrose, a qual foi associada ao aumento de 3 vezes da [Ca2+]cit e 

à diminuição da respiração e do potencial de membrana mitocondrial. Tanto a necrose 

quanto a disfunção mitocondrial foram parcialmente prevenidas pelos compostos 

ciclosporina A (inibidor da transição de permeabilidade mitocondrial [TPM] e da fosfatase 

calcineurina), FK506 (inibidor de calcineurina) e boncrecato (inibidor da TPM). O aumento 

da [Ca2+]cit não foi prevenido por ciclosporina A, FK506 ou boncrecato, porém a 

complexação de Ca2+ citossólico com BAPTA protegeu as células PC-3 da necrose, 

sugerindo que o aumento da [Ca2+]cit seja um dos primeiros passos no processo de necrose 

celular, seguido pela ativação da via de calcineurina. Conclui-se que a apoptose induzida 

por sinvastatina em células PC-3 seja dependente da via do mevalonato enquanto que a 

necrose seja dependente da via da calcineurina associada à disfunção mitocondrial. 
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Statins are 3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA (HMG-CoA) reductase inhibitors used in the 

treatment of hypercholesterolemia. Both in vitro and in vivo studies have demonstrated that 

statins may have anti-cancer effects. In the present study we analyzed the mechanisms of 

simvastatin and lovastatina toxicity to the human prostate cancer cell lines LNCaP and  

PC-3. Dose-response curves of statins (0.1-100 µM) effects upon LNCaP and PC-3 cells 

showed similar effects and higher sensitivity of PC-3 than LNCaP cells. Treatments of  

PC-3 cells with 10 µM simvastatin during 48 h induced death mainly by apoptosis, which 

was associated with a 3-fold increase in [Ca2+]cyt. Both apoptosis and [Ca2+]cyt increase 

were prevented by 100 µM mevalonate present in the culture medium. This indicates that 

the inhibition of HMG-CoA reductase is followed by Ca2+ mediated apoptosis. Pifithrin-α, 

an inhibitor of tumor suppressor p53 protein, did not prevented apoptosis either in PC-3 

(p53 negative) or LNCaP (p53 positive) cells. This showed that apoptosis of prostate cancer 

cells induced by statins is p53 independent. At 60 µM, simvastatin induced death in PC-3 

cells mainly by necrosis, which was associated with a 3-fold increase in PC-3 [Ca2+]cyt, and 

decrease in both respiration and mitochondrial membrane potential. Both necrosis and 

mitochondrial dysfunction were partially prevented by the compounds cyclosporine A 

(mitochondrial permeability transition [MPT] and calcineurin inhibitor), FK506 

(calcineurin inhibitor), and bongkrekic acid (MPT inhibitor). Increase in [Ca2+]cyt was not 

prevented by cyclosporine A, FK506 or bongkrekic acid, but chelation of [Ca2+]cyt with 

BAPTA protected PC-3 cells from necrosis, suggesting rise in [Ca2+]cyt is one of the first 

steps in the process of cell necrosis and is followed by activation of the calcineurin 

pathway. We may conclude that simvastatin-induced apoptosis in PC-3 cells is dependent 

on the mevalonate pathway whereas necrosis is dependent on the calcineurin pathway 

associated with mitochondrial dysfunction.  
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1.1- Câncer de próstata 

O câncer de próstata é o tumor maligno mais prevalente em homens e o quinto 

mais freqüente no mundo. O número de casos novos diagnosticados em 2002 representa 

19% de todos os casos de câncer em paises desenvolvidos e 5,3% dos casos de câncer em 

paises em desenvolvimento (Parkin et al., 2005). Quando a doença está localizada somente 

no órgão de origem, ela pode ser tratada por cirurgia ou radiação. Entretanto, quando 

ocorrem metástases, a doença é praticamente incurável (Amanatullah et al., 2000). Após o 

trabalho de Charles Huggins (Denmeade & Isaacs, 2002), a terapia de restrição de 

andrógeno tornou-se o tratamento mais utilizado para o câncer de próstata em estágio 

avançado. Infelizmente, esse tratamento não elimina totalmente as células tumorais e 

depois de um período variável (9-30 meses) ocorre a seleção e a proliferação de células 

independentes de andrógeno (Laufer et al, 2000). Por isso, drogas que induzem morte das 

células desse tumor podem ser uma alternativa para o seu controle.  

As três linhagens de células humanas de câncer de próstata mais utilizadas para 

estudos in vitro são: LNCaP, PC-3 e DU 145 (Peehl, 2005). Nesse trabalho foram utilizadas 

células LNCaP e células PC-3 (Fig. 1), que são consideradas linhagens dependente e 

independente de andrógeno, respectivamente. A linhagem celular LNCaP é proveniente do 

linfonodo supraventricular esquerdo de um homem caucasiano de 50 anos com diagnóstico 

de carcinoma de próstata metastásico (Murphy, 1980) e a linhagem PC-3 foi obtida do osso 

de um homem caucasiano de 62 anos com diagnóstico de metástase de carcinoma de 

próstata em estágio IV (Kaighn et al., 1979). 
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Figura 1- Linhagens celulares de câncer de próstata. Foto de cultura de células LNCaP 

(esquerda) e foto de cultura de células PC-3 (direita). As fotos foram obtidas do 

site da ATCC (American Type Culture Collection). 

 

1.2- Estatinas 

As estatinas são substâncias naturais (derivadas de culturas de fungos) ou 

sintéticas, capazes de diminuir a concentração de colesterol plasmático através da inibição 

da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima-A (HMG-CoA) redutase, que catalisa a 

conversão de HMG-CoA em mevalonato, etapa que limita a síntese de novo de colesterol 

(Endo, 1994). Lovastatina, sinvastatina e pravastatina são estatinas naturais enquanto 

atorvastatina, rosuvastatina, cerivastatina, pitavastatina e fluvastatina são estatinas 

sintéticas. Dentre essas estatinas, pravastina e rosuvastatina são as estatinas menos 

hidrofóbicas por possuírem um grupo hidroxila e um grupo sulfonamida metano, 

respectivamente, em suas estruturas (Schachter, 2004). Veja as estruturas químicas das 

principais estatinas na Fig. 2.  
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Lovastatina Sinvastatina Pravastatina

Fluvastatina Atorvastatina Cerivastatina

Pitavastatina Rosuvastatina

Lovastatina Sinvastatina Pravastatina

Fluvastatina Atorvastatina Cerivastatina

Pitavastatina Rosuvastatina

Figura 2- Estruturas químicas das estatinas. As estruturas podem ser divididas em 3 

partes: (1) estrutura análoga ao HMG-CoA, substrato da enzima alvo (circulada 

na estrutura da lovastatina); (2) estrutura hidrofóbica de anel covalentemente 

ligada ao análogo da HMG-CoA e envolvida na ligação da estatina à enzima 

alvo; (3) grupos laterais dos anéis que definem as propriedades de solubilidade 

dessas drogas. (Figura adaptada de Schachter, 2004). 
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Atualmente, as estatinas são amplamente utilizadas nos tratamentos de 

hipercolesterolemia. Esses fármacos inibem reversível e competitivamente a enzima  

HMG-CoA redutase devido a sua alta afinidade pela enzima e a sua similaridade com o 

substrato HMG-CoA. A diminuição intracelular de colesterol estimula a síntese de 

receptores de LDL (low density lipoprotein), o que determina maior captação das LDL-C 

(low-density lipoprotein cholesterol) em circulação e conseqüente diminuição da 

concentração de LDL-C do plasma (Hobbs et al, 1992). As estatinas também aumentam a 

concentração de HDL-C (high-density lipoprotein cholesterol) e diminui a concentração de 

triacilglicerídios (Maron et al., 2000).  

Além de diminuir a concentração de colesterol, as estatinas também inibem 

outros produtos e outras reações da via do mevalonato (Fig. 3), incluindo a produção de 

isoprenóides como os grupos farnesil e geranilgeranil, que se ligam a várias proteínas 

(como por exemplo, os membros da superfamília Ras/Rho) através de prenilação durante o 

processo pós-traducional. A adição desses grupos permite a ancoragem dessas proteínas na 

membrana celular, etapa necessária para o seu funcionamento normal (Edwards & 

Ericsson, 1999).  
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Figura 3- Via de síntese do mevalonato. Estatinas inibem a conversão de HMG-CoA em 

mevalonato. Sem a presença de precursor mevalonato, não é produzido o 

geranilpirofosfato (Geranil-PP) e conseqüentemente não há produção de 

colesterol nem prenilação de proteínas que dependem da formação de 

farnesilpirofosfato (Farnesil-PP) e/ou de geranilgeranilpirofosfato 

(Geranilgeranil-PP). Figura adaptada de Schachter, 2004. 

 

Os efeitos da estatina resultantes da diminuição da concentração de colesterol 

são conhecidos como efeitos hipolipemiantes, enquanto os demais são chamados efeitos 

pleiotrópicos. A inibição da prenilação de proteínas e a ligação da estatina diretamente à 

integrina LFA1 (lymphocyte-function-associated antigen 1), a qual tem uma função 

importante na migração de leucócitos e na ativação de células T (Weitz-Schmidt  

et al., 2001), são exemplos de efeitos pleiotrópicos dependente e independente da inibição 

da enzima HMG-CoA, respectivamente.  
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As ações anti-angiogênica, antiinflamatória, antiproliferativa e pró-apoptótica 

estão relacionados tanto aos efeitos hipolipemiantes quanto aos efeitos pleiotrópicos e 

devem ser os responsáveis pela ação das estatinas em várias doenças crônicas humanas 

como neurodegeneração, osteoporose, doenças cardiovasculares e câncer  

(Demierre et al., 2005). 

 

1.3- Estatinas e câncer 

A relação entre as estatinas e o câncer foi observada pela primeira vez em 

usuários de que apresentavam maior número de mortes não relacionadas com doenças 

cardiovasculares (Oliver, 1991). Esses dados juntamente com resultados que indicavam 

aumento da incidência de linfoma e de tumores de fígado, estômago, garganta e tireóide em 

roedores tratados com estatinas (Newman & Hulley, 1996) levaram a investigação de 

possíveis efeitos cancerígenos das estatinas.  

As investigações indicaram que o aumento de mortalidade não relacionado a 

doenças cardiovasculares ocorreu por acaso. Além disso, as estatinas passaram a ser 

associadas à redução do número de câncer colo-retal e de melanoma. A partir de então, os 

efeitos benéficos contra o câncer passaram a ser analisados nesses monitoramentos, os 

quais demonstraram que estatinas parecem também diminuir a incidência de câncer de 

próstata e de mama (para revisão ver Demierre et al., 2005). 

Contudo, a polêmica continuou. Diversos estudos clínicos e populacionais 

apresentaram resultados controversos em relação à ação anticancerígena das estatinas. 

Alguns estudos comprovaram os efeitos benéficos (Blais et al., 2000, Graaf et al., 2004), 

mas outros mostraram não existir correlação entre o uso de estatina e a prevenção de câncer 

(Baigent et al., 2005, Dale et al., 2006). Essa discordância de resultados pode ser devido à 

heterogeneidade de características dos indivíduos analisados bem como a diferenças 

farmacocinéticas das estatinas utilizadas no tratamento clínico, principalmente em relação 

ao uso de estatinas com maior ou menor grau de hidrofobicidade. Revisões sobre esse 

assunto (Demierre et al., 2005, Hindler, 2006), sugerem que análises rigorosas e 
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controladas como a realizada para câncer de próstata dentro do Health Professionals 

Follow-up Study (Platz et al., 2006) sejam desenvolvidas. 

Estudos in vitro têm caracterizado os possíveis efeitos moleculares relacionados 

à diminuição de incidência de diversos tipos de câncer. Estatinas podem ter efeitos 

antiproliferativos, anti-angiogênicos, de repressão de metástase e pró-apoptóticos. Abaixo 

estão listados alguns desses estudos e seus resultados. 

A inibição do crescimento de células tumorais parece estar relacionada à 

inibição da síntese de dolicol, geranilpirofosfato (GPP) e farnesilpirofosfato (FPP)  

(Soma et al., 1992), os quais são subprodutos da via de síntese do mevalonato. Dolicol 

exerce efeito estimulatório na síntese de DNA e está ligado a várias proteínas relacionadas 

a tumores (Wejde, 1998) e GPP e FPP são necessários à isoprenilação de Ras e Rho, as 

quais são GTPases que regulam a transdução de sinal de vários receptores de membrana 

que leva à expressão de genes relacionados à proliferação, à diferenciação ou à apoptose 

(Soma et al., 1992). O efeito antiproliferativo das estatinas também se deve à estabilização 

de inibidores das quinases do ciclo celular p21 e p27 (Rao et al., 1998) e à desfosforilação 

de cdk2 associado à ciclina E (Sivaprasad et al, 2006), levando à parada do ciclo celular na 

fase G1. 

A angiogênese tem um papel importante no crescimento de tumores primários e 

no desenvolvimento de metástases. O efeito anti-angiogênico causado por estatinas é obtido 

sob altas doses e ocorre através de inibição da formação de capilares (Vincent et al., 2001) 

e da diminuição da distribuição de fatores de crescimento endoteliais (Holash et al., 1999). 

Contudo, baixas doses de estatina exercem efeito contrário através do estímulo da proteína 

quinase B (Kureishi et al, 2000) e da ativação da óxido-nítrico sintase endotelial  

(Brouet et al, 2001).  

Metástases são prevenidas pela redução de expressão de moléculas endoteliais 

de adesão de leucócitos E-selectinas (Nübel et al., 2004), redução de expressão de 

metaloproteinase 9 (Wang et al., 2000b) e da inibição de invasão de células tumorais 

através da inibição de fatores de crescimento epiteliais. Contudo, nem todos os estudos 

confirmaram que ocorre redução do número de metástases. Além disso, a lovastatina não 
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foi capaz de inibir carcinoma de colo e a migração e a invasão de células de glioblastoma 

(Kusama et al, 2001). 

Vários estudos evidenciam a ação pró-apoptótica de estatinas, a qual pode estar 

relacionada a maior concentração celular de proteínas pró-apoptóticas como Bax e Bim 

(Agarwal et al., 1999), a menor produção de proteínas anti-apoptóticas como Bcl-2 

(Dimitroulakos et al, 2000), à ativação de caspases 3,7,8 e 9 (Macelli et al., 1998, Wang et 

al., 2000a, Cafforio et al., 2005) e à reativação da JNK (Meral et al, 2007), uma proteína 

quinase que pode agir como supressora tumoral (Bogoyevitch et al, 2004).  

 

1.4- Mitocôndria e morte celular 

Durante a segunda metade do século XX, a mitocôndria era considerada uma 

organela cuja função se restringia à transformação de energia através da fosforilação 

oxidativa. Contudo, cerca de uma década atrás, ficou claro que a mitocôndria tinha uma 

segunda função crucial: o controle da morte celular (Kroemer et al., 2007). 

Segundo Kroemer et al., 2007, a morte celular pode ser classificada em: 

apoptose, necrose, autofagia e catástrofe mitótica. A apoptose é um mecanismo  

pré-determinado geneticamente que pode ocorrer através de várias cascatas de sinalização, 

as quais podem ser dividas em via extrínseca e via intrínseca. A apoptose pela via 

extrínseca é caracterizada pela ativação de receptores de membrana localizados na 

superfície celular enquanto a apoptose pela via intrínseca é resultado de cascatas de eventos 

intracelulares nas quais a permeabilização mitocondrial tem um papel fundamental. A 

necrose ocorre em um curto período (2-4 h) após exposição a um insulto e tem sido 

considerada como um tipo de morte acidental (determinada apenas pelo estímulo recebido), 

mas vários estudos (Kroemer & Martin, 2005; Saelens et al., 2005; Nakagawa et al., 2005) 

têm mostrado que ela pode ser parcialmente determinada pela célula, envolver ativa 

contribuição de enzimas celulares e estar sujeita à regulação. A autofagia é um fenômeno 

lento e localizado, no qual partes do citoplasma são seqüestradas em vacúolos de membrana 

dupla e digeridas por hidrolases lisossomais, o que pode levar a morte celular ou constituir 
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uma defesa da célula contra estresses agudos, principalmente os induzidos por privação de 

nutrientes. A catástrofe mitótica representa um tipo de morte celular que ocorre durante a 

mitose e é resultado de uma deficiência de pontos de checagem do ciclo celular 

(principalmente nos pontos de checagem de danos ao DNA e da formação do fuso) e de 

danos celulares.  

Todos os tipos de morte celular podem ter a participação mitocondrial através 

da permeabilização de membrana mitocondrial interna e/ou externa. A permeabilização da 

membrana interna é resultado da transição de permeabilidade mitocondrial (TPM) enquanto 

a permeabilização da membrana externa pode ocorrer como conseqüência da 

permeabilização da membrana interna ou por ação de proteínas pró-apoptóticas da família 

de proteínas Bcl-2 (Bax, Bid, Bad) (Cory et al, 2003).  

A transição de permeabilidade mitocondrial (TPM) é caracterizada por 

permeabilização não-seletiva da membrana interna da mitocôndria promovida pelo estresse 

oxidativo (acúmulo de EROs – espécies reativas de oxigênio) e pelo acúmulo do íon Ca2+, 

em um processo estimulado por vários compostos e por várias condições  

(Kowaltowski et al., 2001, Gunter et al, 2004). A Figura 4 apresenta os eventos que 

culminam em TPM. 
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Figura 4- TPM induzida por aumento de Ca2+ e acúmulo de EROs. A cadeia 

respiratória, inserida na membrana mitocondrial interna, gera constantemente 

pequenas quantidades de radicais superóxido (O2
•-). Esses radicais são 

normalmente removidos pela Mn-superóxido dismutase (MnSOD), a qual 

promove a geração de H2O2. O H2O2 é reduzido à H2O pelas enzimas 

glutationa peroxidase (GPx), tiorredoxina peroxidase (TPx) ou catalase (em 

mitocôndria de coração). A glutationa (GSH), oxidada pela GPx e a 

tiorredoxina (TSH), oxidada pela TPx, são recuperadas pela glutationa e pela 

tiorredoxina redutases (GR e TR), as quais utilizam NADPH como doador de 

elétrons. NADH, que está presente em quantidades reguladas pela respiração, 

reduz NADP+ usando NADP transidrogenase (TH). Quando a geração de O2
•- 

aumenta na presença de Ca2+ e Pi, e/ou quando os mecanismos de remoção de 

H2O2 estão desativados, H2O2 acumula-se e na presença de Fe2+, gera o radical 

hidroxila (OH•) altamente reativo. OH• oxida grupos tiólicos (-SH) do 

complexo do poro de transição de permeabilidade (PTP), levando à abertura do 

poro. OH• também pode promover permeabilização da membrana interna 

através da peroxidação lipídica, um processo fortemente estimulado por Pi. 

Adaptado de Kowaltowski et al., 2001. 
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Apesar do grande número de investigações científicas, a natureza das alterações 

de membrana que levam a TPM ainda permanece em debate, mas a TPM claramente 

envolve proteínas de membrana (He & Lemasters, 2002). Possíveis componentes do PTP 

são: o translocador de nucleotídeos de adenina, o canal iônico dependente de voltagem, a 

ciclofilina D, a hexoquinase, a creatina quinase e o receptor benzodiazepínico  

(Halestrap et al., 2002). A ciclosporina A (CsA) e o boncrecato (BA) são inibidores da 

abertura do PTP, e conseqüentemente da TPM (Halestrap et al., 1997 e  

Halestrap et al., 2003) por se ligarem ao translocador de nucleotídeos de adenina e à 

ciclofilina D, respectivamente. Muitas condições que levam a danos mitocondriais com 

enfraquecimento da função mitocondrial, como a TPM, causam morte celular por necrose 

(Crompton, 1999, Kroemer et al, 1998). 

A apoptose mediada pela mitocôndria pode ocorrer através da via intrínseca ou 

da comunicação entre as vias extrínseca e intrínseca promovida pela proteína Bid (Fig. 5). 

A apoptose é iniciada quando proteínas do espaço intermembrana mitocondrial, como o 

citocromo c, os fatores indutores de apoptose e as pró-caspases, são liberadas dessa 

organela e vão para o citossol (Liu et al., 1996, Susin et al, 1999, Zhivotovsky et al., 1999). 

Essa liberação geralmente envolve somente a membrana mitocondrial externa pela 

permeabilização causada por proteínas da família Bcl-2, uma situação em que há a 

vantagem de manter a membrana interna íntegra e portanto, a fosforilação oxidativa se 

mantêm em funcionamento (Crompton, 1999).  
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Figura 5- Cascatas de sinalização das vias apoptóticas extrínseca e intrínseca. Via 

extrínseca: a ativação de receptores de morte celular induzida por ligantes ou a 

ativação de receptores de dependência leva à formação do complexo de 

sinalização de morte celular (DISC), que leva à ativação da caspase-8 (e 

possivelmente da caspase-10), as quais clivam as caspases efetoras 3,6 e 7. A 

caspase-8 também pode ativar proteoliticamente a proteína Bid, que é capaz de 

promover a permeabilização da membrana mitocondrial (PMM) e representa a 

principal ligação entre as vias intrínseca e extrínseca. Via intrínseca: vários 

sinais intracelulares, incluindo dano de DNA e estresse do retículo 

endoplasmático, levam à PMM pela ação de diversas proteínas, principalmente 

as da família da Bcl-2. A PMM leva à perda de fatores pró-apoptóticos do 

espaço intermembranas. Dentre eles, o citocromo c (Cit c) que induz a reunião 

do fator apoptótico 1 de ativação de proteases (APAF-1) e ATP/dATP na 

formação do apoptossoma, o qual promove a maturação da caspase-9 que cliva 

e ativa as caspases efetoras levando à apoptose. Danos de DNA podem levar à 

ativação de caspase-2, que vai levar a PMM. 
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Contudo, a mitocôndria também pode liberar fatores apoptogênicos depois que 

sua membrana interna for danificada ou permeabilizada por TPM, levando ao inchamento 

da matriz e à ruptura da membrana externa (Green & Reed, 1998). Essa forma de apoptose 

ocorre quando as células são danificadas de alguma forma que seja capaz de induzir a TPM, 

e, por isso, é freqüentemente vista em associação com a morte celular por necrose. Sob 

essas condições, o fator determinante que leva à apoptose ou à necrose será a capacidade de 

manter os níveis fisiológicos de ATP intracelular (Leist et al., 1997). Portanto, além de 

causar necrose, a TPM pode levar à apoptose, uma vez que essas organelas contêm 

proteínas envolvidas nesse processo como o citocromo c, fatores indutores de apoptose e 

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

 

1.5- Homeostase de cálcio e morte celular 

O Ca2+ é considerado o elemento chave nos fenômenos de morte celular por 

necrose e apoptose, por ser necessário para a indução de TPM (Kowaltowski et al, 2001), 

por modular fatores de transcrição, quinases e fosfatases e por ativar enzimas envolvidas na 

degradação protéica e no metabolismo de fosfolipídios (Penzo et al. 2004). 

A concentração de Ca2+ livre no citossol [Ca2+]cit (da ordem de 10-7 M) é 

mantida cerca de 10.000 vezes abaixo da concentração extracelular (da ordem de 10-3 M) 

(Nicotera & Orrenius, 1998; Marin et al. 1999). Este alto gradiente eletroquímico de Ca2+ 

entre os compartimentos intra e extracelulares possibilita a transdução de sinais 

bioquímicos ao interior das células (Carmeliet, 2004). A distribuição do Ca2+ intracelular é 

controlada por processos de transporte desse íon através da membrana plasmática e das 

membranas de organelas subcelulares, como o retículo endo(sarco)plasmático, núcleo e a 

mitocôndria (Gunter & Gunter 1994). A seguir serão exemplificados dois processos 

dependentes de cálcio que podem levar à morte celular e que são de grande importância 

para a compreensão desse estudo. 

O aumento da [Ca2+]cit, seguido pelo acúmulo de Ca2+ mitocondrial, induz 

estresse oxidativo e TPM (Kowaltowski et al, 2001). O Ca2+ pode interagir com lipídios da 

membrana mitocondrial interna e causar alterações em sua organização  
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(Vercesi et al., 1997, Grijalba et al., 1999). Grijalba et al mostraram que a ligação de Ca2+ à 

face interna da membrana interna mitocondrial leva à formação de agrupamentos de 

cardiolipina. Essas mudanças na organização de lipídios leva ao aumento da produção de 

EROs pela cadeia de transporte de elétrons promovendo a oxidação de grupos tiólicos da 

membrana interna e levando à TPM. Além disso, íons Ca2+ podem modular diretamente o 

estado aberto ou fechado do PTP, como foi indicado por experimentos que evidenciaram 

que o Ca2+ continuava necessário para esse processo mesmo depois que a oxidação de 

grupos tiólicos já havia ocorrido (Bernardi et al, 1992, Kowaltowski et al, 1997).  

O aumento da [Ca2+]cit causa a ativação de diversas proteínas, dentre elas está a 

fosfatase 2B, conhecida como calcineurina (Shibasaki & McKeon, 1995). A calcineurina é 

membro da família das fosfatases serina/treonina e é a única fosfatase conhecida que é 

ativada por Ca2+ e calmodulina (Shibasaki et al, 2002). Essa proteína é encontrada em 

vários tecidos de mamíferos, mas sua concentração é cerca de 10-20 vezes maior no 

cérebro, e possui múltiplas funções, embora muitas delas ainda sejam parcialmente 

conhecidas (Shibasaki et al, 2002).  

A atuação dessa fosfatase em mecanismos de morte celular ainda não foi 

totalmente elucidada, mas estudos mostram que ela pode ter efeitos anti ou pró-apoptóticos 

dependendo do estímulo recebido, do tipo celular e do estado de fosforilação da proteína 

quinase dependente de mitógeno p38 (MAPK p38) (Iwai-Kanai & Hasegawa, 2004). Além 

disso, em neurônios foi demonstrado que a calcineurina pode participar da via intrínseca de 

apoptose (Wang et al., 1999) bem como levar à morte celular por necrose através de um 

processo ainda pouco conhecido e que pode ter a participação da TPM (Ankarcrona et al., 

1996). A participação da calcineurina no mecanismo de indução de apoptose em neurônios 

se deve a sua interação com proteínas da família Bcl-2. A calcineurina desfosforila Bad, 

que se transloca do citossol para a mitocôndria e forma heterodímeros com Bcl-XL, o que 

permite a formação de heterodímeros BAX/BAK e de poros na membrana externa da 

mitocôndria, levando à TPM (Wang et al., 1999). 
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A calcineurina pode ser inibida por CsA e por FK506. Essas drogas se ligam a 

ciclofilinas e a proteínas ligantes de FK506 (FKBP12), respectivamente, e formam 

complexos que inativam a calcineurina (Liu et al., 1991). Dentre esses inibidores, o mais 

específico é o FK506, pois a CsA também inibe TPM através da ligação à ciclofilina D, 

impedindo sua participação no complexo protéico que gera o PTP. 
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2.1- Objetivo geral 

Resultados do nosso grupo demonstraram que mitocôndrias isoladas de 

hepatócitos de camundongos hipercolesterolêmico knockout para o receptor LDL, tratados 

com lovastatina, apresentaram uma alta susceptibilidade a TPM e oxidação de grupos 

tiólicos de proteínas de membrana na presença de Ca2+ (Velho et al., 2006). Esses dados são 

indícios de que alterações na homeostase de Ca2+ podem levar à disfunção mitocondrial e 

estarem relacionadas à morte celular induzida por estatinas.  

Assim, o objetivo desse trabalho foi analisar o efeito de estatinas sobre células 

de tumor de próstata, com enfoque na inter-relação da homeostase de Ca2+ e da função 

mitocondrial na morte celular. 

 

2.2- Objetivos específicos 

2.2.1- Avaliar a ação de estatinas sobre a viabilidade e proliferação das células de 

câncer de próstata.  

2.2.2- Identificar o(s) tipo(s) de morte celular induzido(s) por estatinas; 

2.2.3- Verificar se ocorre alteração da homeostase de Ca2+ durante o(s) processo(s) de 

morte celular através de comparação de concentrações de Ca2+ livre no citossol 

antes e após o tratamento com estatinas.  

2.2.4- Analisar se ocorre alteração da função mitocondrial durante o(s) processo(s) de 

morte celular através do monitoramento do potencial elétrico transmembrana 

mitocondrial e do consumo de O2 em células PC-3 antes e após os tratamentos 

com estatinas.  

2.2.5- Verificar se há participação de TPM e da fosfatase calcineurina no(s) 

processo(s) de morte celular. 
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3.1- Reagentes 

As estatinas (lovastatina e sinvastatina) foram adquiridas da empresa Galena 

Química e Farmacêutica Ltda (Campinas, SP, Brasil). Todos os demais reagentes utilizados 

nesse trabalho foram obtidos das empresas Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA), 

Cultilab (Campinas, SP, Brasil) e Molecular Probes (Eugene, OR, USA). 

 

3.2- Cultivo de células 

As células LNCaP e PC-3 foram obtidas da ATCC (American Type Culture 

Collection). Elas foram cultivadas em meio RPMI 1640, suplementado com soro fetal 

bovino (SFB) 10% e HEPES 10 mM (pH 7,4) em estufa a 37 °C e atmosfera de ar com 

CO2 5% e mantidas em confluência menor que 80%. Durante os experimentos com 

estatinas, o meio RPMI foi suplementado com SFB 1%. 

 

3.3- Análise da viabilidade e da proliferação de células em cultura 

A viabilidade celular foi avaliada previamente ao preparo dos experimentos e 

somente garrafas com células que apresentaram viabilidade acima de 90% foram utilizadas. 

A viabilidade e a proliferação celular também foram avaliadas em curvas dose-resposta de 

estatinas nas células tumorais e durante os demais experimentos realizados. Para isso, as 

células foram tratadas com solução de tripsina 0,25% e EDTA 0,03% para desprendimento 

das garrafas e amostras de células foram tratadas com azul de trypan 0,1%, contadas em 

câmara de Neubauer e visualizadas por microscopia de luz. Foram consideradas inviáveis 

as células que estavam marcadas com azul de trypan ou que apresentavam morfologia 

apoptótica (corpos apoptóticos e shrinkage). 
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3.4- Avaliação de mecanismos relacionados à morte celular 

Para avaliar os mecanismos relacionados com morte celular, as células tratadas 

com estatinas também foram tratadas com os seguintes compostos: 

• ciclosporina A (CsA), inibidor da TPM e da proteína calcineurina; 

• FK506, inibidor da proteína calcineurina; 

• boncrecato (BA), inibidor da TPM; 

• pifitrina (PFT), inibidor da proteína p53 

• mevalonato, produto da reação catalisada pela HMG-CoA redutase. 

 

3.5- Citometria de fluxo 

Para os experimentos utilizando a citometria de fluxo, as amostras foram 

analisadas no citômetro FACSCalibur System equipado com laser de argônio e software 

CellQuest (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). As populações de células foram 

identificadas através de suas características de reflexão de luz e analisadas pela intensidade 

do sinal fluorescente da sonda utilizada. Dez mil eventos foram adquiridos para cada 

amostra. 

 

3.5.1- Avaliação de taxas de morte celular 

As porcentagens de morte celular apoptótica e necrótica foram determinadas por 

citometria de fluxo, utilizando-se os marcadores anexina V-FITC (AV) e iodeto de propídio 

(IP). As células (10
6
 células) foram lavadas com PBS e ressuspendidas em tampão de 

ligação (HEPES 10 mM (pH 7,4), NaCl 150 mM, KCl 5 mM, MgCl2 1 mM e 

CaCl2 1,8 mM) contendo AV 1:500. Depois de 20 minutos de incubação em temperatura 

ambiente acrescentou-se IP 1:50 e as leituras foram realizadas a seguir. A apoptose e a 

necrose foram quantificadas como porcentagem de células AV
+
/IP

-
 e IP 

+
, respectivamente. 
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3.5.2- Medida da concentração de Ca
2+ 

livre no citossol 

Alterações da concentração de Ca
2+

 citossólico foram avaliadas por citometria 

de fluxo com marcação pela sonda fluorescente Fluo-3AM. As células PC-3 (10
6
 células), 

após a realização dos tratamentos, foram desprendidas dos recipientes utilizando-se solução 

de tripsina sem adição de EDTA e incubadas em meio RPMI 1640 sem adição de cálcio 

contendo Fluo3-AM 3 μM, ácido plurônico 1 µM e BSA 30 µg/mL em estufa (5% CO2) por 

45 minutos a 37 °C. A sonda fluorescente não hidrolizada foi removida pela lavagem das 

células com meio RPMI 1640 antes da aquisição de fluorescência. Foram realizadas 

calibrações com ionomicina 10 μM e EGTA 10 mM ao final de cada experimento. A 

concentração de Ca
2+

 citossólico foi calculada considerando Kd igual a 390 nM para o 

complexo Ca
2+

-Fluo-3 (Mather & Rottenberg, 2002). 

 

3.6- Determinação do potencial de membrana mitocondrial  

O potencial transmembrana mitocondrial (ΔΨm) foi estimado em células 

permeabilizadas por digitonina através de alterações de fluorescência de safranina O, 

utilizando-se um espectrofluorímetro (Hitachi, modelo F4500, Tokyo, Japão) operando nos 

comprimentos de onda de excitação e de emissão de 495 e 586 nm, respectivamente. O 

indicador safranina O se adsorve em membranas de mitocôndrias energizadas, o que causa 

alteração do seu espectro de fluorescência proporcionais à amplitude do potencial até 

valores de aproximadamente 170 mV (Akerman & Wiströn, 1976). 

Após a realização dos tratamentos, as células PC-3 (10
6
 células) foram 

desprendidas dos recipientes, ressuspendidas em meio de reação (sacarose 125 mM, 

KCl 65 mM, Tris-HCl 10mM (pH 7,2), Na2HPO4 2,5 mM, EGTA 0,33 mM) contendo a 

sonda safranina O 5 µM e o substrato respiratório succinato 5 µM, e permeabilizadas com 

digitonina 20 µM. Durante os experimentos a temperatura foi mantida a 37 ˚C e as amostras 

foram mantidas sob constante agitação. O protonóforo FCCP 1 µM foi utilizado para 

dissipar o ΔΨm e permitir a comparação das diferenças de amplitude do ΔΨm entre as 

células controle e as células tratadas. 
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3.7- Determinação do consumo de oxigênio 

O consumo de oxigênio pelas células foi medido utilizando-se um eletrodo tipo 

Clark (Hansatech Instruments Limited, Norfolk, UK). As células PC-3 (10
6
 células) foram 

adicionadas ao meio de reação (descrito no item anterior) 0,5 mL em uma câmara de 

acrílico fechada equipada com agitador magnético. A temperatura foi mantida a 37 ˚C. 

Nessa condição experimental, a concentração inicial de oxigênio é de 107,5 nmol 

(Robinson & Cooper, 1970) As velocidades do consumo de O2 foram avaliadas após a 

adição das células, de digitonina 20 µM, de ADP 40 µM, de CAT 4 µM e de FCCP 1 µM. 

A fosforilação oxidativa foi analisada pelo cálculo do controle respiratório 

(CR), razão entre as velocidades de consumo de oxigênio nos estados de respiração III e 

IV, ou seja, respiração de fosforilação e de repouso, respectivamente.  

 

3.8- Análise Estatística 

Os dados estão apresentados como média ± EPM de pelo menos 3 experimentos 

independentes em duplicata. O “n” se refere ao número de experimentos realizados com 

preparações biológicas independentes. Comparações entre os grupos foram realizadas 

utilizando one-way Analysis of Variance (ANOVA) com análise pelo pós-teste Tukey. 

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

Inicialmente foram realizados testes dose-resposta para avaliar o efeito de duas 

estatinas (lovastatina e sinvastatina) em duas linhagens celulares de câncer de próstata  

(PC-3 e LNCaP). DMSO foi utilizado para solubilização dessas estatinas e sua 

concentração final em meio de cultura foi de 0,1%. Testes foram realizados com células em 

meio de cultura sem DMSO e com DMSO 0,1 %. Não houve alteração de proliferação ou 

de viabilidade das células nesses dois tratamentos. 

 

4.1.1- Diminuição da proliferação e da viabilidade de células LNCaP expostas a 

estatinas  

Os efeitos dose-resposta das estatinas lovastatina e sinvastatina 0,1-100 µM 

foram avaliados em células LNCaP por até 72 h através do método de exclusão por azul de 

tripan.  

Ambas as estatinas causaram efeitos semelhantes nas condições testadas. As 

estatinas em concentrações 0,1 e 1 µM não causaram diminuição significativa de 

proliferação (Figs. 6A e 7A) ou de viabilidade celular (Figs. 6B e 7B) em relação aos 

respectivos controles DMSO. As estatinas em concentrações acima de 10 µM causaram 

inibição da proliferação e diminuição da viabilidade celular desde o início do tratamento. 

Após 72 h, lovastatina e sinvastatina 10 µM causaram diminuição de 15 e 18% de 

viabilidade das células, respectivamente, enquanto lovastatina e sinvastatina 100 µM 

causaram 56 e 61% de diminuição de viabilidade das células, respectivamente.  
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Figura 6- Inibição da proliferação e morte de células LNCaP por lovastatina. (A) 

Curvas dose-resposta e (B) viabilidade de células LNCaP tratadas com 

lovastatina. Os valores representam a média ± EPM (n = 4). * significativo em 

relação ao controle DMSO com p < 0,05. 

 

Figura 7- Inibição da proliferação e morte de células LNCaP por sinvastatina. (A) 

Curvas dose-resposta e (B) viabilidade de células LNCaP tratadas com 

sinvastatina. Os valores representam a média ± EPM (n = 4). * significativo em 

relação ao controle DMSO com p < 0,05. 
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4.1.2- Diminuição da proliferação e da viabilidade de células PC-3 expostas a 

estatinas  

Os efeitos dose-resposta das estatinas lovastatina e sinvastatina foram avaliados 

em células PC-3 nas mesmas condições testadas em células LNCaP.  

Ambas estatinas na concentração 0,1 µM causaram inibição parcial da 

proliferação (Figs. 8A e 9A), mas não afetaram a viabilidade celular (Figs. 8B e 9B). As 

estatinas em concentrações maiores que 1 µM causaram inibição da proliferação e 

diminuição da viabilidade celular dependentes de dose e de tempo. Após 72 h de tratamento 

com sinvastatina e lovastatina 10 µM, 93 e 61% das células PC-3 morreram, 

respectivamente. Houve morte total das células PC-3 após 1 e 48 h em tratamentos com 

sinvastatina e lovastatina 100 µM.  

 

Figura 8- Inibição da proliferação e morte de células PC-3 por lovastatina. (A) Curvas 

dose-resposta e (B) viabilidade de células PC-3 tratadas com lovastatina. Os 

valores representam a média ± EPM (n = 4, em duplicata). * significativo em 

relação ao controle DMSO com p < 0,05. 
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Figura 9- Inibição da proliferação e morte de células PC-3 por sinvastatina. (A) 

Curvas dose-resposta e (B) viabilidade de células PC-3 tratadas com 

sinvastatina. Os valores representam a média ± EPM (n = 4, em duplicata). 

* significativo em relação ao controle DMSO com p < 0,05. 

 

Esses resultados mostraram que a linhagem celular mais sensível às estatinas 

testadas foi a linhagem PC-3 e que a estatina mais eficaz na indução de morte celular nas 

linhagens testadas foi a sinvastatina. Por isso essas células e essa estatina foram escolhidas 

para os experimentos posteriores. 

 

4.2- Morte de células PC-3 induzida por sinvastatina  

Para caracterizar o(s) tipo(s) de morte celular induzido(s) por sinvastatina, as 

células após os tratamentos com essa droga foram marcadas simultaneamente com AV e IP 

para análise de apoptose e necrose, respectivamente. 

Foram realizados testes com sinvastatina 1-100 µM nos períodos que as 

porcentagens de morte foram maiores que 40% nos testes dose-resposta pela metodologia 

de exclusão por azul de tripan. Verificou-se que sinvastatina 1-30 µM induziu 

principalmente apoptose após 72 h de tratamento, enquanto a sinvastatina 60-100 µM 
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induziu principalmente necrose após 2 h de tratamento. O aumento da porcentagem de 

necrose e a diminuição de porcentagem de apoptose foram dependentes de tempo e 

concentração (dados não mostrados). A partir desses resultados, foram escolhidas duas 

concentrações e dois tempos de tratamento para a análise dos mecanismos envolvidos em 

morte por apoptose e por necrose, sinvastatina 10 µM por 72 h (Fig. 10) e sinvastatina 

60 µM por 2 h (Fig. 11), respectivamente.  

Para avaliar a importância da inibição da HMG-CoA redutase causada por 

estatinas e da participação mitocondrial nos processos de morte celular, foram realizados 

tratamentos simultâneos de estatina e mevalonato (produto da reação catalisada pela  

HMG-CoA redutase) ou de estatina e CsA (inibidor de TPM) (Figs. 10 e 11). 
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Figura 10- A apoptose de células PC-3 induzida por sinvastatina 10 µM é inibida por 

mevalonato. Células PC-3 foram tratadas com sinvastatina (Sin, 10 µM) na 

presença (ou na ausência) de mevalonato (Ma, 100 µM) ou ciclosporina A 

(CsA, 0,5 µM), como indicado na figura. O número total de células após o 

tratamento está representado pelo terceiro eixo em azul. Os valores representam a 

média ± EPM (n = 4, em duplicata). * significativo em relação ao controle DMSO 

e # significativo em relação ao tratamento com Sin, com p < 0,05. 
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Figura 11- A necrose de células PC-3 induzida por sinvastatina 60 µM é inibida por 

ciclosporina. Células PC-3 foram tratadas com sinvastatina (Sin, 60 µM) na 

presença (ou na ausência) de mevalonato (Ma, 100 µM) ou ciclosporina A 

(CsA, 0,5 µM), como indicado na figura. O número total de células após o 

tratamento está representado pelo terceiro eixo. Os valores representam a média 

± EPM (n = 4, em duplicata). * significativo em relação ao controle DMSO e 

# significativo em relação ao tratamento com Sin, com p < 0,05. 

 

Os resultados mostraram que a apoptose induzida por sinvastatina 10 µM em 

tratamentos de até 72 h é dependente da inibição da HMG-CoA redutase, pois 100% de 

apoptose foi prevenida quando mevalonato estava presente no meio de cultura. Nas mesmas 

condições de tratamento, a CsA não foi capaz de induzir uma diminuição significativa da 

porcentagem de apoptose, mostrando que parece não haver participação da TPM nesse tipo 

de morte celular. O número total de células após cada tratamento mostra que o mevalonato 

também preveniu a diminuição de proliferação causada por sinvastatina. 
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Já a necrose induzida por sinvastatina 60 µM não foi prevenida pela presença 

de mevalonato, mas foi prevenida significativamente (73%) pela adição de CsA após 2 h de 

tratamento. Esses resultados mostram que a necrose não é dependente da via de 

mevalonato, mas tem a participação do TPM e/ou da fosfatase calcineurina, visto que a 

CsA também pode inibir as ciclofilinas que interagem com essa proteína. O número total de 

células diminuiu cerca de 15 % após o tratamento de 2 h com sinvastina e sinvastatina + 

mevalonato, mostrando que deve haver rompimento de parte das células em necrose. 

 

4.3- O aumento da [Ca
2+

]cit no processo de apoptose de células PC-3 é sensível a 

mevalonato 

A apoptose de células PC-3 causada por sinvastatina 10 µM não é dependente 

de calcineurina ou da indução de TPM como mostram os dados da Figura 10. Contudo, a 

alteração da homeostase de Ca
2+

 ocorre em diversos processos de sinalização celular que 

podem levar à apoptose e por isso, avaliamos a concentração desse íon no citossol de 

células PC-3 tratadas com sinvastatina através de marcação com Fluo3-AM, sonda 

fluorescente que entra na célula e se liga ao Ca
2+

 citossólico. (Fig. 12).  
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Figura 12- O aumento da concentração de Ca
2+

 citossólico no processo de apoptose de 

células PC-3 é inibido por mevalonato. As células PC-3 foram tratadas com 

sinvastatina (Sin, 10 µM) por 48 h na presença (ou na ausência) de mevalonato 

(Ma, 100 µM), como indicado na figura. Os valores representam a média ± 

EPM (n = 4, em duplicata). * significativo em relação ao controle DMSO e 

# significativo em relação ao tratamento com Sin, com p < 0,05. 

 

Após 48 h de tratamento as células PC-3 apresentaram um aumento de 3 vezes 

da [Ca
2+

]cit, o qual foi totalmente prevenido por mevalonato, que também previne 

totalmente o processo de apoptose causado por estatina. Esse resultado mostra que o 

aumento da [Ca
2+

]cit é importante para a apoptose induzida por sinvastaina.  
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4.4- A apoptose de células de câncer de próstata não é dependente da proteína p53 

A proteína supressora tumoral p53 está envolvida em processos de duplicação 

celular e apoptose com participação mitocondrial (Jiang et al., 2006). Como as estatinas 

causam a parada do ciclo celular e induzem apoptose, as linhagens PC-3 (p53 negativa) e 

LNCaP (p53 positiva) foram tratadas com o inibidor de p53, pifitrina, e os resultados foram 

comparados (Fig. 13). 
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Figura 13- A proteína p53 não é importante para a apoptose causada por sinvastatina 

em células de câncer de próstata. As células PC-3 e LNCaP foram tratadas 

por 48 h com sinvastatina (Sin, 10 µM) na presença (ou na ausência) de 

pifitrina-α (PFT, 20 µM), como indicado na figura. O número total de células 

após o tratamento está representado pelo terceiro eixo em azul. Os valores 

representam a média ± EPM (n = 4, em duplicata). * significativo em relação ao 

controle DMSO com p < 0,05. 

A PFT não alterou a viabilidade ou a proliferação das células tratadas com esse 

composto, bem como não previniu os efeitos antiproliferativo e citotóxico causados pela 

sinvastatina. Dessa forma, a apoptose causada por sinvastatina nas células de câncer de 

próstata avaliadas não são dependentes da participação da proteína p53.  
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4.5- A necrose de células PC-3 é dependente de calcineurina e de TPM 

Para entender se a prevenção da necrose causada pela CsA era resultado da 

inibição da TPM ou da calcineurina, foram utilizados inibidores específicos para TPM e 

calcineurina, BA e FK506, respectivamente. Também foi avaliado se Ca
2+

 era importante 

para a indução de necrose através da adição de BAPTA, quelante intracelular desse íon. As 

células foram tratadas com sinvastatina na presença e na ausência desses compostos, como 

indicado na Figura 12, e foram marcadas posteriormente com AV e PI.  
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Figura 14- Prevenção de necrose por CsA, FK, BA e BAPTA. As células PC-3 foram 

tratadas com sinvastatina (Sin, 60 µM) por 2 h na presença (ou na ausência) de 

ciclosporina A (CsA, 0,5 µM), FK506 (FK, 0,5 µM), boncrecato (BA, 0,5 µM) 

ou BAPTA (2,5 µM) como indicado na figura. O número total de células após 

o tratamento está representado pelo terceiro eixo. Os valores representam a 

média ± EPM (n = 4, em duplicata). * significativo em relação ao controle 

DMSO e # significativo em relação ao tratamento com Sin, com p < 0,05. 
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A Figura 14 mostra que tanto FK506 quanto BA protegem parcialmente  

(60 e 46%, respectivamente) as células PC-3 da indução de necrose por sinvastatina, 

portanto a necrose é dependente da inibição da calcineurina e da TPM. FK506 e BA 

adicionados conjuntamente apresentaram efeito protetor aditivo, quantitativamente similar 

ao efeito causado por ciclosporina A. A prevenção de 54% de necrose observada pelo 

tratamento com o quelante de Ca
2+

 mostrou que alterações na homeostase de Ca
2+

 devem 

ser importantes no processo de necrose. O número total de células diminuiu cerca de 15% 

após o tratamento com sinvastatina, mostrando que deve haver rompimento de parte das 

células em necrose, o que também é parcialmente prevenido pela ação dos inibidores 

avaliados. 

 

4.6- O aumento da [Ca
2+

]cit em células PC-3 durante o processo de necrose não é 

sensível aos inibidores de TPM e de calcineurina 

A TPM causada e a ativação de calcineurina são dependentes do aumento da 

[Ca
2+

]cit (Kowaltowski, 2001, Shibasaki & McKeon, 1995). Para avaliar a participação do 

Ca
2+

 no processo de necrose, as células após 1 h tratamento com sinvastatina (na presença 

ou na ausência dos inibidores da TPM e da calcineurina) foram marcadas com a sonda 

fluorescente Fluo3-AM (Figura 15). 
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Figura 15- O aumento da concentração de Ca
2+

 citossólico no processo de necrose de 

células PC-3 não é sensível aos inibidores de calcineurina e de TPM. As 

células PC-3 foram tratadas com sinvastatina (Sin, 60 µM) por 1 h na presença 

(ou na ausência) de ciclosporina A (CsA, 0,5 µM), boncrecato (BA, 0,5 µM) ou 

FK506 (FK, 0,5 µM), como indicado na figura. Os valores representam a média 

± EPM (n = 4, em duplicata). * significativo em relação ao controle DMSO, 

com p < 0,05. 

 

Os resultados mostram que ocorre aumento de aproximadamente 3 vezes da 

[Ca
2+

]cit em células tratadas com sinvastatina. Esse aumento não é prevenido pela adição 

dos inibidores CsA, FK e BA, o que sugere que o aumento do Ca
2+

 precede a ativação da 

calcineurina e da TPM. 
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4.7- A sinvastatina causa disfunção mitocondrial em células PC-3 sensível aos 

inibidores de TPM e calcineurina 

 Com o objetivo de caracterizar a participação da TPM no processo de 

necrose, as alterações de ΔΨm que ocorrem anteriormente ao início da detecção de necrose 

foram avaliadas. As células PC-3 foram tratadas com sinvastatina na presença ou na 

ausência de CsA, FK506 e BA. Após 30 minutos de incubação as células foram lavadas e 

colocadas em meio de reação (veja metodologia) na presença de safranina O, e as 

alterações de fluorescência foram monitoradas. A permeabilização da membrana plasmática 

por digitonina permite a entrada de safranina nas células, a qual se adsorve nas membranas 

de mitocôndrias energizadas, diminuindo a quantidade de fluorescência emitida. O FCCP, 

protonóforo que leva a eliminação de ΔΨm, causa liberação da safranina O das mitocôndrias 

e permite estimar as diferenças de ΔΨm no final dos experimentos. Dessa forma, os 

resultados mostram que a sinvastatina causou uma diminuição significativa no ΔΨm em 

células PC-3 sensível à CsA, FK506 e BA (Fig. 16). 
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Figura 16- A diminuição do ΔΨm de células PC-3 induzida por sinvastatina é sensível 

aos inibidores de calcineurina e de TPM. As células PC-3 foram tratadas com 

sinvastatina (Sin, 60 µM) por 30 min na presença (ou na ausência) de 

ciclosporina A (CsA, 0,5 µM), boncrecato (BA, 0,5 µM) ou FK506  

(FK, 0,5 µM), como indicado na figura, lavadas e ressuspendidas em meio de 

reação contendo safranina O 5 µM e succinato 5 mM. As setas indicam as 

adições de digitonina (Dig, 20 µM) e FCCP 1 µM. A figura é representativa de 

3 experimentos independentes em duplicata.  

 

A diminuição de ΔΨm impede a fosforilação oxidativa causando falta de ATP 

nas células, condição que as leva à necrose. Para analisar a capacidade das mitocôndrias das 

células PC-3 de realizar a fosforilação oxidativa após o tratamento com sinvastatina na 

presença ou ausência dos inibidores de TPM e calcineurina, avaliou-se a respiração celular 

através da medição do consumo de oxigênio (Fig. 17).  
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Figura 17- A diminuição da respiração de células PC-3 induzida por sinvastatina é 

sensível aos inibidores de calcineurina e de TPM. As células PC-3 foram 

tratadas com sinvastatina (Sin, 60 µM) por 30 min na presença (ou na 

ausência) de ciclosporina A (CsA, 0,5 µM), boncrecato (BA, 0,5 µM) ou 

FK506 (FK, 0,5 µM), como indicado na figura, lavadas e ressuspendidas em 

meio de reação contendo succinato 5 mM. As setas indicam as adições de 

células PC-3 (10
6
), digitonina (Dig, 20 µM), ADP 60 µM, CAT 4 µM e FCCP 

1 µM. Os valores da velocidade de respiração representam a média ± EPM 

(n = 4). CR = controle respiratório.* significativo em relação ao controle 

DMSO com p < 0,05. 
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A sinvastatina causou diminuição do consumo de oxigênio sensível aos 

inibidores de calcineurina e TPM. A sensibilidade ao BA e à CsA confirmaram a 

participação de TPM no processo de necrose. A sensibilidade ao FK506 indica que a 

ativação da calcineurina deve levar à TPM.  

Interessantemente, a fosforilação oxidativa, indicada pelo CR, foi preservada 

após o tratamento com a estatina e/ou inibidores, o que indica que a respiração 

remanescente seja resultante da respiração normal das células que permaneceram viáveis.  
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As células tumorais se diferem das células normais por possuírem alterações 

genéticas que as permitem escapar dos controles normais de proliferação e de morte celular. 

Nesse sentido, cada linhagem tumoral possui características que podem ou não ser 

compartilhadas por outras linhagens. O efeito de estatinas sobre a proliferação e a morte de 

diferentes células tumorais pode ocorrer por diversos mecanismos, mostrando que esses 

compostos podem atuar em vários pontos de vias de sinalização. Por isso as estatinas 

podem ajudar a compreender melhor os mecanismos relacionados às características 

tumorais. O principal efeito de estatinas em células tumorais, de forma geral, é a deficiência 

da prenilação de proteínas, causada pela inibição da HMG-CoA redutase. Contudo, as 

estatinas também podem causar efeitos relacionados à diminuição do conteúdo de 

colesterol, no caso de tumores que têm maior dependência dessa substância, e efeitos 

independentes da inibição de HMG-CoA. Aqui serão discutidos os trabalhos que 

relacionam estatina e câncer de próstata, bem como a contribuição do presente estudo para 

essa área. 

Os testes preliminares realizados com as estatinas lovastatina e sinvastatina 

causaram diminuição dose-dependente da proliferação e da viabilidade de células LNCaP e 

PC-3 em porcentagens semelhantes em cada uma dessas linhagens celulares. Essa 

semelhança pode ser explicada pelas similaridades de estrutura e de propriedades químicas 

dessas substâncias, como a semelhança do grau de hidrofobicidade (Schachter, 2004).  

A inibição da proliferação causada por estatinas nas linhagens celulares LNCaP 

e PC-3 corrobora o trabalho de Ukomadu & Dutta (2003), que mostrou ocorrer bloqueio da 

transição da fase G1 para fase S em linhagens de câncer de próstata tratadas com estatinas. 

Esse mesmo efeito também já foi observado em linhagens de câncer de mama  

(Rao et al., em 1998). De maneira geral, a parada do ciclo celular ocorre na fase G1 e parece 

estar relacionada com a inibição da síntese de mevalonato que leva à não prenilação das 

proteínas GTPases Ras e Rho, inviabilizando a transdução de sinais de vários receptores de 

membrana essenciais à transcrição de genes relacionados à proliferação celular  

(Soma et al., 1992).  
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Em câncer de mama e de próstata, alguns trabalhos fizeram uma caracterização 

mais específica dos efeitos das estatinas que levam à inibição da proliferação  

(Rao et al., 1999, Sivaprasad et al., 2006). Embora os mecanismos envolvidos não tenham 

sido completamente desvendados, eles parecem ser diferentes nesses dois tipos de câncer. 

A parada do ciclo celular em G1 em linhagens de câncer de mama tratadas com lovastatina  

deve-se à inibição do proteassoma, que interage diretamente com o anel fechado dessa 

estatina, resultando no acúmulo dos inibidores de quinase dependente de ciclina (cdk) , p21 

e p27 (Rao et al., 1999). Enquanto a inibição de proliferação de células PC-3 tratadas com 

diversas estatinas deve-se à desfosforilação da proteína cdk2 associada à ciclina E, 

independentemente da ação das proteínas p21 e p27 (Sivaprasad et al., 2006). A inibição 

observada na linhagem celular LNCaP deve ocorrer pelo mesmo mecanismo observado em 

células PC-3, segundo os autores do mesmo trabalho.  

A diminuição da viabilidade das células LNCaP e PC-3 tratadas com 

sinvastatina está de acordo com dados da literatura que evidenciam que estatinas causam 

morte em células de diversos tumores, como leucemia, mesotelioma, astrocitoma, câncer 

cervical, de cabeça, de pescoço e de mama (Bouterfa et al., 2000;  

Dimitroulakos et al, 2001; Dimitroulakos et al, 2002; Rubin set al, 1998;  

Koyuturk et al., 2007). 

A maioria dos estudos in vitro mostram que as estatinas (1-200 µM) causam 

morte celular principalmente pelo processo de apoptose (Demierre et al., 2005), a qual pode 

ocorrer pos mecanismos distintos em tipos celulares diferentes (Hindler et al., 2006). Os 

resultados desse trabalho mostram que sinvastatina 10 µM também causa principalmente 

apoptose em células LNCaP e PC-3, mas que sinvastatina 60 µM causa morte 

principalmente por necrose.  

Essa indução de necrose e a maior resposta de células PC-3 em relação às 

células LNCaP aos efeitos antiproliferativos e pró-apoptóticos das estatinas avaliadas, 

sugerem que as células PC-3 sejam altamente sensíveis às estatinas. Essa característica 

pode estar relacionada a maior ou menor dependência dessas células do conteúdo de 

colesterol presente em suas membranas, visto que o colesterol é crucial para a manutenção 

das estruturas de constituintes de raft lipídicas (London & Brown, 2000), os quais serão 
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discutidos posteriormente. Mas também pode estar relacionada à presença ou ausência de 

determinadas proteínas relacionadas à regulação de vias celulares afetadas pelas estatinas. 

A última hipótese é corroborada por recentes trabalhos que têm demonstrado 

que a necrose não é uma mera morte celular acidental, exclusivamente dependente do 

estímulo recebido. A susceptibilidade a esse tipo de morte parece depender parcialmente do 

tipo celular e envolver uma contribuição ativa de enzimas celulares, que estão sujeitas à 

regulação (Kroemer et al., 2007). Dessa forma, o estudo dos processos de necrose, o qual 

têm sido negligenciado, pode ser muito importante para a compreensão dos mecanismos 

relacionados à indução de morte de células tumorais. 

Nesse trabalho caracterizamos a homeostase de Ca
2+

 e a participação 

mitocondrial na morte de células PC-3 causada por estatinas, nos processo de morte celular 

por apoptose e por necrose. 

Os resultados dos experimentos com células em apoptose (tratamento com 

sinvastatina 10 µM por até 72 h) mostraram que ocorre aumento da [Ca
2+

]cit durante o 

processo de morte celular e que esse aumento é prevenido por mevalonato. O aumento 

desse íon poderia estar relacionado à modulação de fatores de transcrição, de quinases e de 

fosfatases, à ativação de diversas enzimas necessárias ao processo de apoptose e à indução 

de TPM (Penzo et al. 2004, Kowaltowski et al., 2001). Embora a TPM não seja um 

processo normalmente associado à apoptose, há diversos exemplos na literatura que 

mostram que a apoptose é prevenida por inibidores desse processo como CsA e BA 

(Zamzami et al., 2005). Por isso, as células PC-3 foram tratadas com sinvastatina e CsA 

simultaneamente.  

A não prevenção de morte por CsA evidenciou que não há participação da TPM 

no processo de apoptose. Já a prevenção de apoptose e do aumento da [Ca
2+

]cit por 

mevalonato 100 µM mostrou que a apoptose é dependente do efeito da inibição da  

HMG-CoA redutase pela sinvastatina. Vários trabalhos relacionam possíveis alterações 

responsáveis pelos efeitos pró-apoptóticos das estatinas através da inibição da HMG-CoA 

redutase em diversos tipos celulares, dentre elas estão a não prenilação de diversas 

proteínas, como as proteínas GTPases Ras e Rho (Soma et al., 1992), a maior concentração 
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celular de proteínas pró-apoptóticas como Bax e Bim (Agarwal et al., 1999), a menor 

produção de proteínas anti-apoptóticas como Bcl-2 (Dimitroulakos et al, 2000), a ativação 

de caspases 3,7,8 e 9 (Marcelli et al., 1998, Wang et al., 2000a, Cafforio et al., 2005) e a 

reativação da JNK (Meral, 2007). Contudo em câncer de próstata a relação entre a 

deficiência de prenilação de proteínas e a indução de apoptose ainda não foram totalmente 

caracterizadas. 

A proteína supressora tumoral p53 é o principal alvo de alterações genéticas em 

cânceres humanos e está envolvida em processos de duplicação celular e apoptose com 

participação mitocondrial (Jiang et al., 2006). Ela ativa vários genes alvos, incluindo os de 

p21, Bax, Bid e de muitas outras proteínas (Jiang et al., 2006). Embora o mecanismo 

detalhado ainda não tenha sido descrito, dados revelaram que a p53 pode se translocar para 

a mitocôndria e interagir diretamente com Bcl-2 ou Bcl-xL e ativar a sinalização  

pró-apoptótica de Bax (Jiang et al., 2006). Por isso, utilizamos o inibidor de p53, pifitrina, 

para verificar se a proteína p53 estaria relacionada com a indução de apoptose em células 

de câncer de próstata tratadas com sinvastatina. A linhagem PC-3 não possui os alelos que 

expressam a proteína p53 e foi utilizada como controle negativo nesse experimento, 

enquanto a linhagem LNCaP possui os genes que expressam normalmente essa proteína. Os 

resultados mostraram que a inibição de p53 não preveniu a indução de apoptose por 

sinvastatina, evidenciando que nessas células a apoptose não é dependente da via de p53. 

Esses dados corroboram com os resultados obtidos para células de câncer de mama 

(Koyuturk et al., 2007). 

Em células de câncer de próstata, além da não prenilação de proteínas, os 

efeitos antiproliferativos e pró-apoptóticos de estatinas podem estar relacionados também à 

diminuição da síntese de colesterol e a conseqüentes alterações nas vias de sinalização 

dependentes de raft lipídicas, pois os mesmos parecem ser importantes na proliferação e na 

indução de apoptose em tumores que possuem alto conteúdo de colesterol, como o câncer 

de próstata e o câncer de boca (Scheel-Toellner et al, 2002, Freeman & Solomon, 2004, 

Kolanjiappan et al., 2003).  
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As raft lipídicas são microdomínios de baixa densidade da membrana 

plasmática que são ricos em colesterol e em glicoesfingolipídios, que podem ou não possuir 

caveolina-1. Quando essa proteína está presente as raft lipídicas são denominados cavéolas. 

As raft lipídicas/cavéolas são fundamentais para a ativação da proteína Akt  

(proteína quinase B), que atua na sobrevivência e na proliferação de células tumorais 

(Elhyany et al., 2004). Recentemente, Li et al. (2006) mostraram que células A431, 

linhagem celular de carcinoma epidermóide, quando tratadas com sinvastatina, apresentam 

diminuição da formação de raft lipídicas/cavéola, inativação de Akt e apoptose. Além 

disso, a restituição de colesterol preveniu a apoptose proporcionalmente à reconstituição de 

raft lipídicas/cavéola e à reativação de Akt. O mesmo trabalho mostrou que as linhagens 

PC-3 e LNCaP possuem maior quantidade de raft lipídicas que as células endoteliais 

normais de próstata e que a depleção de colesterol de membrana causada por  

metil-β-ciclosdextrina através da quebra de raft lipídicas/caveola, induz apoptose e inibe a 

proliferação em PC-3 (caveolina +) e em LNCaP (cavolina -), demonstrando que a depleção 

de colesterol é essencial e mais importante para a sobrevivência celular que a própria 

presença de caveolina-1. Desse modo, é muito provável que a inibição de síntese de 

colesterol por sinvastatina e por lovastatina leva à diminuição de raft lipídicas nessas 

linhagens celulares e sejam responsáveis pelos efeitos antiproliferativos e pró-apoptóticos 

observados.  

Além dos efeitos de inibição de proliferação e de indução de apoptose 

observados nesse trabalho, também é possível que as células tratadas com estatinas durante 

até 72 horas na presença de SFB 1% (usado para simular a depleção de colesterol 

plasmático causado pelas estatinas) apresentem morte por autofagia, um processo que 

constitui uma defesa natural das células contra estresses agudos, dentre eles a privação de 

nutrientes ou de fatores de crescimento obrigatórios (Baehrecke, 2005, Boya et al., 2005). 

As metodologias utilizadas nesse trabalho não detectam esse tipo de morte celular, mas a 

presença de autofagia juntamente com a inibição de proliferação poderiam explicar a 

grande diminuição do número total de células PC-3 durante o tratamento com sinvastatina 

10 µM por até 72 h. 
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Vários efeitos das estatinas não estão claramente relacionados com a inibição 

da HMG-CoA redutase. Os resultados dos experimentos com células PC-3 tratadas com 

sinvastatina 60 µM por até 2 h mostraram que a necrose não é dependente da atividade da 

HMG-CoA redutase, visto que a adição de mevalonato 100 µM não preveniu a morte 

celular. O tratamento simultâneo de células PC-3 com sinvastatina e CsA apresentou 

prevenção significativa de necrose, indicando que esse tipo de morte celular pode ser 

dependente de TPM e/ou da participação da fosfatase calcineurina, visto que a CsA inibe a 

ciclofilina D, possível constituinte do PTP (Halestrap et al., 1997) e as ciclofilinas que 

inibem a calcineurina (Liu et al., 1991). O mesmo tipo de experimento foi realizado na 

presença de FK506 ou de BA (inibidores específicos da calcineurina e da TPM, 

respectivamente) e os resultados indicaram que provavelmente a calcineurina e a TPM são 

importantes no processo de necrose. 

A indução de TPM e a ativação de calcineurina dependem de aumento da 

concentração de Ca
2+

 (Kowaltowski et al., 2001, Shibasaki & McKeon, 1995). A prevenção 

significativa da morte de células PC-3 tratadas com sinvastatina 60 µM na presença de 

BAPTA, quelante de Ca
2+

, mostrou que esse cátion é importante na indução de necrose, o 

que foi confirmado pelo resultado que apresentou aumento da [Ca
2+

]cit nessas células 

durante o tratamento com sinvastatina. A não prevenção do aumento de [Ca
2+

]cit pelos 

inibidores de TPM e de calcineurina sugerem que esse aumento ocorra anteriormente à 

indução de TPM e à ativação de calcineurina.  

 Para caracterizar a participação de TPM e comprovar a participação 

mitocondrial na indução de necrose por sinvastatina nós avaliamos o ΔΨm e o consumo de 

O2 no início do processo de necrose. A diminuição do ΔΨm e do consumo de O2 e a 

proteção desses efeitos pelos inibidores testados confirmaram a ocorrência de TPM no 

processo de necrose.  

A diminuição do ΔΨm pode levar à incapacidade de fosforilação oxidativa, que 

é dependente do acoplamento entre o potencial eletroquímico transmembrana e a 

fosforilação de ADP (Mitchell, 1961). Embora nos experimentos de respiração o consumo 

de O2 tenha diminuído, os valores dos CR mostraram que a capacidade de produção de 

ATP não foi afetada nos tratamentos com sinvastatina na presença ou na ausência de CsA, 
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FK e BA. Esse resultado indica que a diminuição do ΔΨm e do consumo de O2 no 

tratamento com sinvastatina seja proporcional ao número de células mortas, o que 

quantitativamente está de acordo com os experimentos de morte celular mostrando que 

sinvastatina causa morte de aproximadamente 43% (Fig. 14). Isso pode ser explicado pelo 

fato da permeabilização da membrana mitocondrial interna resultar rapidamente em 

inchamento da mitocôndria com conseqüente rompimento da membrana externa, perda de 

citocromo c e colapso da fosforilação oxidativa (Green & Kroemer, 2004). Assim o 

aumento da respiração causado por CsA, FK506 ou BA indica o aumento do número de 

células viáveis nessas preparações. Portanto, a respiração e o ΔΨm residuais não 

representam uma média de todas as células usadas nos experimentos e sim a respiração e o 

ΔΨm normais das células que se mantiveram viáveis. 

O BA além de inibir a TPM também inibe o translocador ADP/ATP 

(Henderson & Lardy, 1970), o que leva ao colapso da respiração. Contudo, o experimento 

de respiração mostrou que na preparação com BA, após a adição de ADP, as células 

continuaram realizando a fosforilação oxidativa. Isto pode ser explicado pelo fato de que 

escolhemos uma baixa concentração de BA para verificar a inibição da TPM. Testes 

preliminares de viabilidade realizados com células PC-3 tratadas com BA 1 µM mostraram 

que essa concentração já causava morte celular , provavelmente pela inibição da síntese de 

ATP. 

A atuação da calcineurina em mecanismos de morte celular ainda não foi 

totalmente elucidada, mas tem sido melhor caracterizada em células neuronais. Alguns 

estudos mostraram que em neurônios ela pode participar da via intrínseca de apoptose 

através de interação com proteínas da família Bcl-2 (Wang et al., 1999) bem como levar à 

morte celular por necrose, como foi mostrado em cultura de células corticais  

(Dawson et al., 1993) e de células granulosas cerebelares (Manev et al, 1993). A relação de 

calcineurina com morte de células tumorais também não é totalmente compreendida. Em 

células de tumor de Walker, nosso grupo de pesquisa mostrou que a inibição da 

calcineurina pode tanto aumentar a susceptibilidade quanto proteger essas células de morte 

por apoptose, dependendo do tipo de estímulo recebido (Campos et al., 2004;  

Zecchin et al., 2007).  
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Nesse trabalho o inibidor específico de calcineurina preveniu a necrose, a 

diminuição do ΔΨm e do consumo de oxigênio. Similarmente, Ankarcrona et al. (1996) 

mostraram que CsA e FK506 preveniram o desenvolvimento de necrose e o colapso ΔΨm 

observados durante a exposição de neurônios à glutamato. Esses resultados sugerem que 

nesses casos, a calcineurina deve levar à TPM e, conseqüentemente, à necrose. 

No contexto clínico, o trabalho mais importante que mostra os benefícios das 

estatinas no combate ao câncer de próstata é o estudo populacional realizado por Platz et al. 

(2006), que evidenciou que esse medicamento leva ao menor risco de desenvolvimento 

desse câncer em estágios avançados. A grande sensibilidade de PC-3 à sinvastatina, 

caracterizada por inibição de proliferação na presença desse composto em concentrações 

≥ 0,1 µM e a diminuição de viabilidade na presença de sinvastatina em 

concentrações ≥ 1 µM corroboraram os resultados do presente trabalho, visto que células 

PC-3 foram obtidas de um câncer de próstata em estágio IV e é independente de 

andrógenos.  

Em relação às concentrações utilizadas, o trabalho de Thibault et al. (1996) 

mostrou que lovastatina utilizada em doses de 25 mg/kg não causam efeitos danosos em 

pacientes e que doses de apenas 4 mg/kg podem alcançar uma concentração de 4 µM no 

soro dos mesmos. Dessa forma, os efeitos antiproliferativos e pró-apoptóticos de 

sinvastatina observados em células PC-3 poderiam ser conseguidos no soro de pacientes 

que utilizassem esse medicamento. 

Contudo, os estudos in vitro que utilizam altas doses de estatina não podem ser 

extrapolados para interpretações dos efeitos desse medicamento em pacientes, mas sim 

proporcionar uma à melhor compreensão dos mecanismos envolvidos nos efeitos 

antitumorais dessa droga e buscar alvos que possam levar ao desenvolvimento de outras 

drogas que sejam viáveis em doses clínicas. Nesse sentido, esse trabalho contribuiu para a 

identificação da calcineurina e da TPM como fatores envolvidos no processo de morte de 

células PC-3.  
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 As estatinas sinvastatina e lovastatina têm efeitos antiproliferativos e 

citotóxicos semelhantes em células de câncer de próstata. Contudo, as 

células PC-3 (independentes de andrógeno) são mais sensíveis que as 

células LNCaP (dependentes de andrógeno); 

 

 A sinvastatina 10 µM causa morte predominantemente por apoptose em 

células PC-3 e LNCaP, por processo dependente da deficiência de 

mevalonato e do aumento de [Ca2+]cit, mas independente de sinalização por 

p53 e de TPM. 

 

 A sinvastatina 60 µM causa morte predominantemente por necrose em 

células PC-3 por processo independente do efeito de inibição da síntese de 

mevalonato, mas dependente de TPM e da ativação de calcineurina. Nesse 

processo o aumento de [Ca2+]cit precede a ativação de calcineurina e a 

disfunção mitocondrial. 
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