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RESUMO

Silva, JA. Influéncia dos &cidos graxos poli-insaturados no tratamento quimioterapico de
glioblastoma. [Tese (Doutorado em Biologia Celular e Tecidual)]. Instituto de Ciéncias
Biomédicas; Universidade de Sdo Paulo, 2021.

Introducdo. As atuais estratégias terapéuticas para o glioblastoma (GBM) sdo muitas vezes
ineficazes e isto acontece principalmente devido ao aumento da atividade das proteinas de
resisténcia (MRPs) e genes de reparo de DNA como o MGMT. O &cido eicosapentaenoico (EPA),
o acido docosahexaenoico (DHA) e o &cido gama-linolenico (GLA) podem modular estes
mecanismos. Objetivos. Avaliar o papel dos acidos graxos poli-insaturados (PUFAs) em células
resistentes e ndo resistentes aos quimiotergpicos Vincristina (VCR) e Temozolomida (TMZ).,
verificando os efeitos sobre o crescimento tumoral, incorporacao dos lipideos bem como atividade
das proteinas resistentes. Metodologia. As linhagens celulares resistentes derivadas de U87MG
foram produzidas com VCR 0,4 nM e TMZ25 uM. Linhagens resistentes de T98G foram
produzidas com 5nM de VCR e 112,5 uM de TMZ. Foram realizados ensaios de nimero de
celulas utilizando DHA, GLA e EPA em células U87MG, TMZ resistentes (TMZ-R) e VCR (VCR-
R). A incorporacéo, atividade das proteinas de resisténcia e expressao génica de transportadores
ABC foram avaliadas em células apos os tratamentos com PUFAs, através do ensaio GCMS,
Rodamina 123 e RT-qPCR, respectivamente. Para a analise estatistica foram utilizadas ANOVA
com Tukey post test ou t-test. Resultados. Células U87MG resistentes apresentam aumento da
expressao de MGMT. Em células U87MG, o tratamento VCR + EPA [100 uM] diminuiu 0 nimero
de células, assim como em células VCR-R. As células parecem ter uma diminuigc&o da atividade
de efluxo apds os tratamentos. Os genes ABCB1, ABCC1, ABCC3 e ABCC4 tiveram sua
expressao alterada apds os tratamentos. Conclusdo. Cada combinacgdo entre acidos graxos e
quimioterapicos teve uma caracteristica bastante especifica, corroborando com questbes
encontradas na literatura para outros tipos de cancer. Estudos sobre a influéncia de acidos graxos
poli-insaturados em GBM s&o escassos e a partir da relevancia dos dados encontrados mais
estudos devem ser feitos para verificar a atuacdo desses lipideos no tumor cerebral mais

incidente no sistema nervoso central.

Palavras-chave: Cancer. Glioblastoma. EPA. DHA. GLA. Acidos graxos poli-insaturados.

Resisténcia a mdltiplas drogas. Quimioterapia.



ABSTRACT

Silva, JA. Influence of Polyunsaturated fatty acids in chemotherapeutic treatment of glioblastoma.
[Ph.D. Thesis (Cell and Tissue Biology)]. Biomedical Science Institute; University of S&o Paulo,
2021.

Background. Current therapeutic strategies for glioblastoma (GBM) are often ineffective and this
is mainly due to increased activity of multidrug-resistant proteins (MRPs) and DNA gene repair
such as MGMT. Eicosapentaenoic acid (EPA), docosahexaenoic acid (DHA) and gamma-linolenic
acid (GLA) can modulate these mechanisms. Aims. To evaluate the role of polyunsaturated fatty
acids (PUFASs) in drug resistance of human GBM cells by checking the effects on tumor growth,
incorporation and chemotherapeutic action of Vincristine (VCR) and Temozolomide (TMZ).
Methodology. Drug-resistant U87MG-derived cell lines were grown with VCR 0.4 nM and TMZ25
UM. Resistant T98G cell lines were produced with VCR 5nM and 112.5 uM TMZ. Cell growth
assays were performed using DHA, GLA and EPA in U87MG, TMZ resistant (TMZ-R) and VCR
(VCR-R) cells. Incorporation, resistance protein activity and ABC transporter gene expression
were evaluated in cells after PUFAs treatments by GCMS assay, Rhodamine 123 and RT-gPCR,
respectively. ANOVA with Tukey post test. or t-test were used for statistical analysis to assess
statistical significance. Results. In U87MG resistant cells MGMT gene were increased. In U87MG
cells, VCR + EPA [100 puM] decreased cell number. In VCR-R cells, VCR + EPA [100 uM]
dimunished cell number. The cells appear to have a decrease in efflux activity after the treatments.
The genes ABCB1, ABCC1, ABCC3 and ABCC4 had their expression altered in resistant cells.
Conclusion. Each combination between fatty acids and chemotherapy had a very specific
characteristic, corroborating with issues found in the literature, but studies on the influence of
polyunsaturated fatty acids in GBM are scarce and from the relevance of the data found, it is

important for research that more studies are done

Keywords: Glioblastoma. EPA. DHA. GLA. Polyunsaturated fatty acids. Multiple drug resistance.
Chemotherapy.



1. INTRODUCAO
1.1. CANCER

Céancer é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas que tém em
comum o crescimento desordenado de células que invadem tecidos e 6rgaos.
Dividindo-se rapidamente, essas células tendem a ser muito agressivas e de
proliferacdo incontrolavel, determinando a formacdo de tumores que podem se

espalhar para outras regides do corpo (INCA, 2019).

E uma doenca que foi relatada ha 30 séculos antes de Cristo (a.C), quando
egipcios, persas e indianos se referiram a massas soélidas malignas que surgiam no
corpo, mas foram de estudos provenientes da escola de Hipdcrates, datados do
século IV a.C., que a definicdo da doenca foi concretizada, caracterizando-a como
um tumor duro que, muitas vezes, reaparecia depois de retirado, ou que se alastrava
para diversas partes do corpo, levando o individuo & morte. O cancer, entao
denominado carcinoma ou cirro, era visto pelos hipocraticos como um desequilibrio

dos fluidos que compunham o organismo (Teixeira et al., 2007).

Desde essa data até os dias atuais o cancer é uma doenca que desafia a
Ciéncia e a busca por novas terapias, pois assim como descrito, € uma
anormalidade que se desenvolve continuamente, causando a proliferagao
desregrada de células que, em vez de responderem apropriadamente aos sinais
que controlam o comportamento celular normal, crescem e dividem-se de uma
maneira desorientada, resultando em acumuladas disfungbes em mudltiplos
sistemas reguladores e refletindo, em muitos aspectos, um comportamento celular

que as distingue das células normais equivalentes (Hanahan e Weiberg, 2011).



Em 2018, a IARC (International Agency for Research on Cancer) estimou
cerca de 18,1 milhdes de novos casos de cancer naquele ano e aproximadamente
9,6 milhdes de mortes em todo o mundo (Ferlay J., 2019), corroborando para que a
doenca seja o principal problema de saude publica atual e uma dentre as quatro
principais causas de morte prematura (antes dos 70 anos de idade) na maioria dos

paises.

No Brasil, de acordo com o INCA, a estimativa para cada ano do triénio 2020-
2022 é de que ocorrerdo cerca de 625 mil novos casos de cancer (450 mil, excluindo
0s casos de cancer de pele ndo melanoma) (Figura 1). Dentre esses, o0s estudos
apontam que 5870 casos por 100 mil habitantes serdo de tumores do Sistema

Nervoso Central (Figura 2 e 3).

Fonte: International Agency for Research on Cancer (IARC)
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Figura 1. Estimativa de casos de cancer no mundo por 100 000 habitantes pela Organizacdo Mundial
da Saude.



Fonte: International Agency for Research on Cancer (IARC)
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Figura 2. Estimativa de casos de cancer em mulheres de 0 a 74 anos de acordo com a especificidade

Fonte: International Agency for Research on Cancer (IARC)
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Figura 3. Estimativa de casos de cancer em homens de 0 a 74 anos de acordo com a especificidade



1.2. TUMORES DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL (SNC)

Os tumores do SNC, apesar de representarem cerca de 2 a 3% da
prevaléncia de tumores em humanos em comparacdo aos outros tipos mais
frequentes, tiveram sua incidéncia aumentada nos ultimos anos, principalmente em

individuos idosos (Maher e McKee, 2003).

Alguns estudos documentaram esse aumento principalmente em paises
industrializados, porém sem diferencas étnicas, de género ou geograficas, sendo
baseado em muitos fatores, incluindo melhor capacidade de diagnostico e melhor
acesso aos servicos de saude (Butowski NA, 2015). Sobre os fatores de risco
eminentes, a Unica associacao consistente que resultou de estudos epidemiologicos
€ correlacionada a radiacdo ionizante. Outros fatores foram analisados nesse
contexto, como condicBes atdpicas (asma e alergias alimentares), radiacdo de
telefone celular, contato com pesticidas e dietas ricas em alimentos ultra
processados, mas nenhum deles demonstrou uma ligacao significativa com o risco

de tumores no SNC (McNeill, 2016).

Os céanceres nessa regidao afetam tanto criancas quanto adultos e séo
diagnosticados em todas as regides anatomicas do SNC, com a grande parte (>
90%) ocorrendo no cérebro e o restante em meninges, coluna vertebral e nervos

cranianos (GBD, 2019).

Eram classificados exclusivamente com base nas caracteristicas
histomorfologicas, uma abordagem compativel com as capacidades da maioria dos

centros clinicos em todo o mundo até entdo (Diamandis et al, 2018), mas em 2016



a OMS apresentou uma nova classificacéo, utilizando parametros moleculares além
da histologia, complementando a classificacdo de 2007, para, além de definir muitas
entidades tumorais, formular um conceito de como o diagndstico de tumores deve

ser estruturado na era da biologia molecular (Louis et al, 2016).

A tabela a seguir representa a nova classificagdo proposta pela OMS em

comparacao a classificagdo anterior (Diamandis et al, 2018):



Classificagcéo dos principais tumores do SNC em 2016

Tumores astrociticos e oligodendrogliais

difusos Grau Neurocitoma central Il
Astrocitoma difuso, IDH-mutante Il Neurocitoma extraventricular Il
Astrocitoma anaplasico, IDH-mutante Il Liponeurocitoma cerebelar Il
Glioblastoma, IDH-selvagem \Y
Glioblastoma, IDH-mutante v Tumores da regiao pineal
Glioma difuso da linha média, H3k27M- v Pineocitoma |
mutante
Oligodendroglioma anaplasico, IDH- Tumores do parénquima pineal de
mutante e 1p/19q deletado i diferenciacéo intermediaria I ou lll
Pineoblastoma \
Qutros tumores astrociticos Tumor papilar da regido pineal Il oulll
Astrocitoma pilocitico |
Astrocitoma sube_pendlmarlo de células | Tumores embrionarios
gigantes
Xantoastrocitoma pleomorfico Il Meduloblastoma (todos os subtipos) \
. ‘e - Tumores embrionarios com rosetas em
Xantoastrocitoma pleomaérfico anaplasico 11 multicamadas, C19MC-alterado \%
Meduloepitelioma IV
Tumores ependimais Tumor embrionario do SNC, NOS v
Subependimoma | Tumor teratoide/rabdoide atipico \
Ependimoma mixopapilar | Tumor embr'lor_warlo do SNC com \%
caracteristicas rabdoides
Ependimoma, fusdo RELA-positiva Ilou lll
Ependimoma anaplésico " Tumores dos nervos c_ranianos e
paraespinhais
Schwannoma I
Outros gliomas Neurofibroma I
Glioma agiocénctrico | Perineurioma I
Glioma corddide do terceiro ventriculo Il Tumor rgzlrlggﬁc?)e(_?;:gmapt)ie nero I, Ill\I/ou
Tumores do plexo coroide Meningiomas
Papiloma do plexo coroide | Meningioma I
Papiloma do plexo coroide atipico Il Meningioma atipico Il
Carcinoma do plexo coroide Il Meningioma anaplasico maligno 1
Tumores neuronais e neuronais-gliais S L
Mistos Tumores mesenguimais ndo meningiais
Tumor neuroepitelial disembrioplasico I Tumor fibroso solitario/ Hemangiopericitima 1,11 ou IlI

Gangliocitoma
Ganglioglioma
Ganglioglioma anaplasico
Gangliocitoma displasico do cerebelo
(Lhermitte-Duclos)
Astrocitoma e ganglioglioma desmoplasico
infantil
Tumor glioneuronal papilar
Tumor glioneuronal formador de roseta

Hemangioblastoma

Tumores da regido selar

Craniofaringioma

Tumor de células granulares

Pituicitoma
Oncocitoma de células fusiformes

Tabela 1. Classificacdo dos principais tumores do SNC adaptado de Louis et al (2016).



Dentre os inumeros tipos de tumores do SNC apresentados, destacam-se 0s
gliomas que representam cerca de 80% dos casos de tumores malignos nessa

regido (Schuwartzbaum et al, 2006).

1.3. GLIOMAS

Os gliomas séo os tumores cerebrais originados das células da glia, células
gue sdo de grande importancia para o SNC para suporte, protecdo e nutricdo dos
neurénios (Jakel e Dimou, 2017). Sdo os tumores primarios mais prevalentes no
cérebro e medula espinhal e histologicamente, compartilham caracteristicas gliais
semelhantes as células de origem, sendo inclusive nomeados de acordo com a
célula glial originaria. Os oligodendrogliomas, por exemplo, sdo originados de
oligodendrdcitos, enquanto que os ependimomas e 0s astrocitomas sdo originados

de células ependimarias e astrocitos, respectivamente (Louis et al., 2007).

Na nova classificacdo de 2016, alteracbes na expressdo de genes
supressores de tumor como o p53 e PTEN, além de mutagdes cromossomais como
a delecdo nos cromossomos 1p/19q e mutacdes em proteinas importantes para o
metabolismo celular, como a IDH (isocitrato desidrogenase) tornaram-se relevantes

para diagnostico e avaliagdo do grau de malignidade tumoral (DeWitt et al., 2017).

A IDH, por exemplo, é uma proteina de molécula pequena que esta envolvida
diretamente em processos como a fosforilagéo oxidativa, lipogénese e regulacéo do
sistema redox das células (Mirchia e Richardson, 2020). Esta presente em trés
subtipos, mas dois principais: IDH-1 e IDH-2. A primeira esta presente no citoplasma

e peroxissomos e possui efeito antioxidante em eucariotos. Ja a segunda, esta



presente nas mitocondrias e tem o papel fundamental na regulacdo do Ciclo do
Acido Citrico, envolvida principalmente no metabolismo energético (Figueroa et al.,

2010).

Segundo Yoon et al (2020), a mutacdo em IDH foi encontrada em mais de
70% dos gliomas de grau Il e lll. A mesma mutacéo € observada em quase todos
os glioblastomas secundarios que se desenvolvem a partir de gliomas de baixo grau

e estd associada a um melhor prognéstico tumoral.

As mutacdes IDH1/2 produzem o acido 2- hidroxigluratico (2-HG) a partir do
Isocitrato. Esse produto favorece o aumento da expressdo de VEGF (fator de
crescimento endotelial), promovendo a formacdo de um microambiente tumoral e
aumentando a invaséao celular através da expressdo de HiF-1a (fator induzido por
hipdéxia), porém compromete significativamente o metabolismo de células tronco
tumorais, devido a competi¢cdo promovida entre 2-HG e a-cetoglutarato (Kloosterhof

et al., 2011; Huang et al., 2019).

Tumores de grau | sdo classificados como circunscritos e ndo apresentam
essa mutacdo; sdo considerados benignos e curaveis por ressec¢do completa

através de cirurgia (Louis et al., 2016).

Por outro lado, apresentam mutacdes frequentes em BRAF, uma proteina
quinase presente na via de sinalizacdo de MAPK/ERK (Hawkins et al., 2011),
importante para o processo transcricional. A BRAF mutante ativa a via de RAS em
células tumorais, mas ao mesmo tempo pode causar senescéncia em células tronco

desses tumores, mantendo o cancer menos agressivo (Raabe et al.,2011).



Ja os gliomas difusos ndo sao tratados apenas por ressecg¢ao cirurgica e sao
0s tumores intrinsecos mais frequentes no SNC, especialmente em adultos. Séo
classificados histologicamente como astrocitomas difusos, oligodrendrogliomas ou
neoplasias de fendtipo misto como os oligoastrocitomas. Dentro desses subgrupos
e com base na presenca ou auséncia de atividade mitGtica, necrose ou
angiogenese, esses tumores sao classificados em diferentes graus de malignidade

(11, 11l e 1IV) (Wesseling e Capper, 2018).

Histologia Astrocitoma Oligoastrocitoma Oligodendroglioma
| J
IDH IDH mutante IDH selvagem
1p/19qg e Perda de ATRX Codelecéo de
outros Mutagdo em p53 1p/19q
parametro
s
genéticos
Astrocitoma difuso Oligodendroglioma Astrocitoma difuso
Grau Il
IDH mutante J IDH selvagem
Grau llI Astrocitoma anaplasico Oligodendroglioma Astrocitoma anaplasico
IDH mutante anapléasico IDH selvagem
Grau IV Glioblastoma Glioblastoma

Figura 4. Classificacdo do tumores cerebrais adaptado de Nandakumar et al. (2017)

1.4. GLIOBLASTOMA

O glioma de grau IV, chamado de glioblastoma (GBM) é o mais maligno de
todos o0s tumores astrociticos e € caracterizado histopatologicamente por
apresentar polimorfismo celular, atipia nuclear, intensa atividade mitotica, trombose

vascular, proliferacdo microvascular e necrose, sendo esses dois Ultimos pontos 0s



diferenciais para o diagndstico dentre os outros tipos tumorais gliais (Kleihues et al.,

2002).

Foi identificado pela primeira vez em 1863 pelo médico Rudolf Virchow e era
denominado espongioblastoma multiforme. Na década de 1920, Walter Dandy, um
meédico neurocirurgido, fez a remocdo de todo o hemisfério cerebral de dois
pacientes que sofriam de GBM, porém os pacientes sucumbiram a doenca,
fornecendo a primeira evidéncia do potencial de invaséo e agressividade do GBM

(Agnihotri et al., 2012).

Segundo Ostrom et al., (2016), os GBMs sao os tumores cerebrais malignos
primarios mais comuns em adultos (46,6% de todos os casos). A maioria se
desenvolve como GBM priméario, sem evidéncia prévia de doenca, mas uma
pequena proporcao (5 a 10%) pode se desenvolver a partir de graus mais baixos

recorrentes e sdo conhecidos como GBMs secundarios.

De acordo com Cambruzzi (2017), os principais agentes responsaveis pela
progressdo tumoral em GBMs sdo as mutacdes nos genes p53, PTEN, IDH,
metilacdo de MGMT (gene de reparo de DNA) e aumento da expressao de EGFR

(fator de crescimento epidermal).

O gene p53 codifica uma proteina importante para o controle do ciclo celular,
no reparo do DNA e na inducéo de apoptose. Em condi¢cdes de estresse, a proteina
p53 bloqueia o ciclo. A forma mutada € incapaz de controlar a proliferacéo celular,

resultando em um reparo ineficiente (Zhang et al., 2018; Cavalcanti et al., 2002).



Ja o EGFR, importante para a progressdo do GBM, esta superexpresso em
aproximadamente 60% desses tumores em carater primario, e em 10% em
secundarios (Xu et al., 2017). Esse aumento permite a ativacdo de vias de
sinalizacao responsaveis pela proliferacdo, invasdo, angiogenese e resisténcia a

apoptose (Eskilsson et al., 2018).

Esses fatores em conjunto contribuem para uma das dificuldades
encontradas no tratamento de glioblastoma na clinica, que é a resisténcia do tumor
aos tratamentos ja estabelecidos, como radioterapia e quimioterapia. Segundo
Zhang et al (2019), multiplos mecanismos, incluindo superexpressao de proteinas
de resisténcia a drogas, atividade de reparo de DNA aumentada, células-tronco
cancerigenas e desregulacdo da apoptose parecem estar envolvidos no

desenvolvimento de resisténcia a medicamentos nesses tumores.

1.5. QUIMIOTERAPIA E CANCER

Segundo Niero et al. (2014), a utilizacdo de agentes quimicos para tratar
pacientes com cancer se iniciou com dois estudos realizados na década de 1940.
Observou-se que apés o tratamento com acido félico e mostarda de azoto, um
derivado do gas mostarda (composto quimico utilizado em grandes guerras) o tumor
reduzia o seu tamanho. Posteriormente observou-se que apds a resseccéo e
surgimento de novas células neoplasicas, um novo tratamento com 0S mesmos

compostos nao fazia efeito algum, conferindo as células a resisténcia a droga.

Caracterizada como intrinseca - quando as células tumorais exibem

resisténcia a quimioterapia desde a sua primeira exposicdo a um farmaco — ou



adquirida - quando a resisténcia a quimioterapia ocorre durante o curso de
tratamento na sequéncia de uma quimioterapia inicialmente bem sucedida — a
resisténcia € um reflexo do resultado de numerosas alteracdes genéticas e

epigenéticas nas células (Niero et al, 2014; Cort e Ozben, 2015).

Os tumores sao geralmente constituidos por uma populacdo mista de células
malignas; algumas sensiveis a droga, algumas farmaco-resistentes. No decorrer do
tratamento, as células podem desenvolver resisténcia a diversos tipos de
medicamentos sendo essa uma das maiores limitagdes no tratamento dos pacientes

(Sodani et al., 2012).

Nas Uultimas décadas, apesar dos avancos na descoberta de novos
quimioterapicos, no caso de pacientes com tumores cerebrais malignos, 0s
resultados ainda sé@o pouco eficazes (Wen e Kesari, 2008). Alguns estudos nao
apontam impacto significativo dos farmacos sobre a doenca e esses resultados
podem ser elucidados pela capacidade das células em desenvolverem mecanismos

de resisténcia.

A maioria dos farmacos tem como alvo principal o DNA da célula tumoral,
modificando a expressao génica (Niero et al., 2014). No entanto, 0 mecanismo de
efluxo através de proteinas de membrana resistentes a multiplas drogas (MRPS),
aumentadas através da superexpressdao de membros da superfamilia de
transportadores ABC além da ativacdo de genes de reparo como o MGMT,

assumem-se como alguns dos principais responsaveis pelo fenotipo de resisténcia



em GBM, impedindo a acdo da droga no meio intracelular (Kartal et al., 2015;

Fantappie et al., 2002; Wilkens, 2015).

1.6. AGENTES ALQUILANTES DE DNA

Os quimioterapicos mais utilizados para o tratamento do GBM sao agentes
alquilantes lipofilicos, o que permite a sua passagem pela barreira hematoencefalica
(Lee, 2016). A carmustina, lomustina, procarbazina e temozolomida (TMZ), sao
agentes alquilantes de DNA administrados por via oral ou por via intravenosa para

glioblastoma (Skinner et al., 2018).

A TMZ, considerada a principal droga no tratamento desse tumor, nao foi
inicialmente desenvolvida para esse tipo de cancer, mas atraiu o interesse de
pesquisadores apos observacdes em ensaios genéricos de fase | (Azaj et al, 2014).
Os resultados obtidos em Stupp et al. (2005) com a droga combinada a radioterapia
persistem como o Unico grande avanco no tratamento de glioblastoma nas dltimas

décadas.
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Figura 5. Esquema simplificado de acdo do quimioterdpico Temozolomida (TMZ).

A TMZ provoca citotoxicidade através de um grupo metil que se liga a
guanina nas posi¢cdes O6 e N7 e adenina na posi¢cdo N3 durante a replicacdo do
DNA (Zanders et al., 2019). E uma droga estavel a um pH menor que 5, mas a um
pH superior a 7, é rapidamente hidrolisada a 5- (3- metiltriazen-1-il) imidazol-4-
carboxamida (MTIC). O MTIC reage ainda com a 4gua para liberar 5-aminoimidazol-
4-carboxamida, o metildiazénio reativo (Figura 5). Estes grupos citotéxicos
formados induzem a parada do ciclo celular em G2 / M, eventualmente levando a
apoptose celular (Guérard et al., 2017; Stavroskaya et al., 2016). Esse processo
pode ser interrompido pela acdo dos genes de reparo de DNA resultando em

resisténcia a terapia (Zanders et al., 2019).
1.7. PRINCIPAIS GENES DE REPARO DE DNA EM GLIOBLASTOMA

A O6-metilguanina metiltransferase (MGMT) é uma enzima de reparo direto

da lesao citotoxica gerada pela TMZ (Figura 6), removendo o grupo metil na O6-



metilguanina e levando a invalidacdo da leséo induzida pela droga no DNA da célula
tumoral (Atkins et al., 2015). Aproximadamente 10% das lesdes induzidas por TMZ
sao removidas pela MGMT e numerosos estudos em GBM mostram uma ligacéo
clara entre quimiosensibilidade a TMZ, metilacdo do promotor MGMT e contetdo

celular da enzima MGMT (Hombach-Klonisch et al., 2018).

Em Kohsaka et al.(2012) observou-se que células de GBM com resisténcia
natural & TMZ expressam niveis mais altos de MGMT do que células de GBM
sensiveis a droga. Na tabela apresentada por Bouzinab et al. (2019) essa premissa
fica evidente quando se observa a linhagem U373M, que expressa MGMT e a
linhagem U373V. A resisténcia a TMZ é evidenciada na primeira linhagem,
enquanto que na segunda, observa-se uma sensibilidade 6 vezes maior ao
quimioterapico.
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Figura 6. Acdo do MGMT no reparo de DNA



Uma alternativa de tratamento para o GBM bastante descrita na literatura
a combinacédo de drogas, a fim de evitar a acao reparadora. Em Vlachostergios et
al. (2013), por exemplo, observou-se a combinacdo da TMZ com a droga
bortezomibe (BTZ), um dipeptideo que inibe a acdo do proteassoma e reduz
significativamente os niveis de MGMT. A eficacia da combinacdo dos
quimioterapicos foi diferente em cada linhagem analisada. Em U87MG, que nao
expressa MGMT, a apoptose foi aumentada quando administrada TMZ. Ja em

T98G, que expressa MGMT, ndo houve modificacao.

No estudo em fase Il de Herrlinger et al. (2019), houve a combinagéo de TMZ
e Lomustina, que tem efeito em ligagbes cruzadas no DNA. Foi observado que o
uso das terapias combinadas aumentou a sobrevida média em pacientes com GBM

gue apresentavam o promotor MGMT metilado.

Quando a ocorréncia desse sistema de reparo falha, a inducdo de apoptose
da célula se faz necessaria e acontece através de outro sistema: o sistema de
reparo de incompatibilidade (MMR). O MMR (mismatch repair) é um sistema que
corrige incompatibilidades de bases nucleotidicas geradas no processo de sintese
de DNA. Mutacfes nesse sistema sdo raras em GBM primario, porém com a agao
da TMZ, o tumor pode se tornar vulneravel, de modo que as células tumorais

adquiram resisténcia devido a inatividade dessa via (Jiapaer et al., 2018).

Em Stritzelberger et al. (2018), os resultados confirmaram que a deficiéncia
em MMR tornou-se um processo crucial para a evolucao da resisténcia a TMZ em

linhagens U251 de GBM tanto sensiveis quanto resistentes. Com o uso de



Lomustina, esse processo foi melhorado, sendo que resistentes a TMZ e deficientes
em MMR foram particularmente sensiveis a Lomustina e a combina¢do Lomustina

+ TMZ.

Assim como MGMT, a via MMR age diretamente na posi¢cdo O6 da guanina;
enguanto que o reparo de metilagcdo ocorrida nas posi¢cdes N3 da adenina e N7 da
guanina ocorre através do sistema de reparo por excisdo de base (BER). Esse
processo é facilmente reparado e representa mais de 90% da metilagdo causada
pela TMZ, porém com menor evidéncia na literatura que as outras vias anteriores

(Jiapaer et al. 2018).

Quando um ou mais componentes de BER sdao mutados, o resultado ja
descrito em alguns estudos é a deficiéncia na capacidade de reparo de danos no
DNA, contribuindo para a citotoxicidade a TMZ em GBM. Em Goellner et al. (2011)
observou-se que a inibicdo da via de BER teve um efeito importante na sensibilidade
de células com elevada expressdo de MGMT e deficiéncia na via MMR para TMZ,

contribuindo para morte celular das células tumorais.

Para esse trabalho, optou-se pela observacdo de MGMT apenas, devido a
correlacdo ja evidenciada em muitos trabalhos sobre sua resposta em GBMs

tratados com TMZ.

1.8. AGENTES INIBIDORES DE CICLO CELULAR

Considerando os alvos terapéuticos utilizados na clinica, além dos agentes

alquilantes descritos, destacam-se também os alcaloides de vinca como a



Vincristina (VCR), um quimioterapico classico para o tratamento de diferentes tipos

de tumores soélidos.

E uma droga que tem como alvo principal os microtibulos das células,
alterando a dindmica desses componentes e causando parada mitética seguida de
apoptose e morte celular em células que se dividem ativamente (Figura 7) (Park et
al., 2016). Nos tumores sélidos, contudo, presume-se gque a citotoxicidade induzida
por essa droga resulte, além da funcéo classica, na alteracdo direta das funcdes

nao mitoticas dos microtubulos, como a funcdo estrutural (Rehulka et al., 2017).

A VCR é um dimero extraido da planta pervinca, Vinca rosea, que foi
disponibilizada para clinica médica em 1961. Sua estrutura quimica é muito
semelhante a da Vinblastina, mas a Vincristina se mostrou mais potente

principalmente em neoplasias infantis (Selawry e Hananian, 1963).
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Figura 7. Mecanismo de ac¢éo da Vincristina. Adaptado de Starobova H et al. (2017)

Quanto as neoplasias cerebrais, ela foi descrita por Wilson e Hoshino (1969)
citando Lassman et al. (1965)., em um estudo de respostas clinicas e in vitro como
um agente importante no tratamento de GBM em cinco pacientes. Em Avramis et
al. (2001) a droga inibiu a secrecdo de VEGF das células cancerosas e reduziu a

formacao da rede capilar in vitro, além de interromper o ciclo celular.

A Vincristina é utilizada na clinica principalmente em combinagcdo com outros
dois quimioterapicos, formando o tratamento PCV, que além de VCR, possui a
procarbazina (PRC) e lomustina (CCNU). Esta combinacdo demonstrou sua eficacia
em tratar gliomas de alto grau em iniUmeros estudos, principalmente em tumores

cerebrais com recidiva (Aydin et al., 2010)

Os mecanismos de resisténcia adquiridos pelas células tumorais diminuem o

efeito da VCR principalmente através da expressdo de proteinas de membrana



resistentes a multiplas drogas (MRPs), que possuem um papel fisiolégico importante
em condi¢cdes normais, protegendo 0 organismo de xenobidticos e toxinas que sao
transportados do meio intra para o meio extracelular. Em condi¢cbes adversas, as
células tumorais utilizam desse mesmo mecanismo, interrompendo o0 processo de

tratamento e aumentando a resisténcia tumoral (Shukla et al., 2011).

1.9. TRANSPORTADORES ABC E PROTEINAS DE RESISTENCIA A

MULTIPLAS DROGAS (MRPs)

O mecanismo de efluxo através de proteinas de membrana resistentes a
multiplas drogas (MRPs) assume-se como um dos principais responsaveis pelo
fendtipo de resisténcia em glioblastoma, impedindo a acdo da droga no meio
intracelular (Niero et al., 2014; Kartal et al., 2015; Fantappie et al., 2002). Essas
proteinas surgem através do aumento da expressao de membros da superfamilia

de transportadores ABC.

Essa superfamilia, em humanos, € composta por 48 membros distribuidos
em sete subfamilias (ABCA a ABCG). Geralmente essas proteinas se localizam na
membrana celular, porém foram encontradas em membranas de mitocéndrias,

Complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico (Domenichini et al., 2019).

Muitos estudos na literatura demonstram que alguns desses transportadores
estdo associados a diversas doencas, incluindo fibrose cistica, doenca de Tangier

e cancer (Wilkens, 2015).

Os transportadores ABC sao proteinas de membrana que se alocam em

dominios transmembranares (TMD - do inglés TransMembrane Domain) e



dominios de ligacdo de nucleotideos distintos (NBDs — do inglés Nucleotide Binding
Domain ) (Figura 8), que obtém energia a partir da hidrélise de ATP para transportar
ativamente uma variedade de compostos através da membrana (Wu et al., 2008),
incluindo ions, acucares, aminoacidos, vitaminas, lipidios, hormonios e drogas, bem

como moléculas maiores, como oligossacarideos (Dean et al., 2001).

Em GBMs a super expresséao da glicoproteina P (gp-P) codificada pelo gene
ABCB1 (ou MDR1) e sua atividade de efluxo de quimioterapicos é a mais descrita
na literatura. A gp-P foi o primeiro membro descoberto da série de transportadores
ABC por Smit et al. (1993) e atua como uma barreira fisioldgica, ejetando toxinas
para 0 meio extracelular em células distintas, incluindo células epiteliais de
revestimento do célon, intestino delgado, ductos pancreéticos, ductos biliares,

tubulos proximais renais e glandula suprarrenal.

Curiosamente, essa proteina € expressa de maneira exorbitante em células
neoplasicas (Cort e Ozben, 2015; Guo et al., 2010) e iSsSo sugere que a expressao
da gp-P pode ser considerada um marcador de agressividade do tumor, embora o

seu mecanismo exato ainda seja desconhecido (Fantappié et al., 2002).
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Figura 8. Mecanismo de ac¢édo dos transportadores ABC.

Além dessa, outras proteinas como a MRP1, MRP3 e MRP4, traduzidas a
partir dos genes ABCC1, ABCC3 e ABCC4 respectivamente, conferem resisténcia
a uma variedade de quimioterapicos em diferentes tipos de cancer (Zhou et al.,

2008).

Em células de glioma observou-se nas linhagens de IN500 e T98G niveis
elevados de RNAm dessas MRPs, resistentes para varios agentes quimioterapicos,
tais como a VCR (Abe et al., 1995). Ja em de Gooijer et al. (2018), observou-se
que a eficacia do tratamento com TMZ em modelos in vivo knockout para ABCB1

era maior em comparacao ao grupo com a expressao desse gene.



Em Haber et al. (2006) a expressdo de MRP1 detectada em 209 pacientes
com neuroblastoma priméario foi preditiva sobre a sobrevida global dos doentes. Em
Munoz et al. (2015) observou-se que o uso de inibidores de gp-P em conjunto com
TMZ em células UB87MG e T98G de glioblastoma resultaram no aumento da
atividade da Caspase 3 em ambas as linhagens, induzindo apoptose e
demonstrando que ha relacéo direta entre 0 aumento da expresséo da proteina e a

resisténcia tumoral a TMZ.

Estudos na literatura tém demonstrado que nutrientes como &cidos graxos e
compostos bioativos de alimentos como a curcumina podem ter uma funcgéo
importante de modulacao da expressao de transportadores ABC, resultando em um
novo alvo em potencial para investigagéo dentro do contexto de terapias adjuvantes

(Cort e Ozben, 2015).

Sreenivasan et al. (2013) observaram que a curcumina aumentou o acumulo
de Rodamina 123 durante o Ensaio de Atividade de MRPs e diminuiu seu efluxo em

células de retinoblastoma Y79 que expressavam o gene ABCBL.

Das e Madhavi (2011) analisaram a acao de acidos graxos poli-insaturados
em células de cancer cervical sensiveis e resistentes a VCR. Notou-se que acidos
graxos 6mega 3 e 6mega 6 administrados isoladamente aprimoraram a captacdo
de VCR e a diminuigéo da atividade de MRPs em células sensiveis e resistentes ao
quimioterapico, além de aumentarem a suscetibilidade de células tumorais,

especialmente células resistentes a drogas, a acéao citotoxica da VCR.



1.10. ACIDOS GRAXOS

Os acidos graxos sdo moléculas que possuem varios atomos de carbono
ligados entre si por ligacGes simples ou duplas e tem um grupo carboxila em uma
das extremidades e um grupo metila na outra extremidade (Figura 9) (Andrade et
al., 2006). Apresentam-se na forma saturada (carbonos em ligagdes simples) ou
insaturada (carbonos com uma ou mais duplas ligacfes). No caso de apenas uma
dupla ligacdo na cadeia, 0 acido graxo € denominado monoinsaturado e no caso de
duas ou mais ligacbes € chamado de poli-insaturado (PUFA — do inglés

PolyUnsaturated Fatty Acid) (Tvrzicka et al., 2011).

Os PUFAs sao classificados de acordo com o nimero de carbonos presentes
em sua estrutura, bem como o nimero de liga¢des duplas na cadeia e a posi¢céo

dessas ligacdes a partir do grupo metil terminal (Das, 2006).
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Figura 9. Estrutura quimica de um &cido graxo, com um grupo metil terminal e um grupo carboxila.

Os grupos mais conhecidos sdo o émega 3 (w-3 ou n-3), composto
principalmente pelo acido a-linolénico (ALA), &cido eicosapentaenoico (EPA) e o
acido docosahexaenoico (DHA); e o &mega 6 (w-6 ou n-6), como o &cido linoleico
(LA), acido araquidénico (AA) e 4cido gama-linolénico (GLA) (Calder, 2015). Dentre
os PUFAs, o acido linoleico (LA) e acido a-linolénico (ALA) sé&o classificados ainda

como acidos graxos essenciais (AGEs) por serem adquiridos apenas através da



dieta, ndo sendo sintetizados pelo organismo humano (Vartak et al., 1998; Klack et

al., 2012; Bello et al., 2013).

LA e ALA sao encontrados principalmente em 6leos vegetais de sementes
como girassol, linhaga, canola e, embora o ser humano sintetize PUFAs de cadeia
longa (LC-PUFAS) a partir desses AGEs, a eficiéncia de conversdo € baixa, nao
chegando a 5%, mesmo em adultos saudaveis, fazendo com que a maior parte dos
acidos graxos ndo essenciais, por sua vez, seja obtida também através da

alimentacao (Joffre et al., 2019).

O acido graxo 6mega 6 AA é encontrado principalmente em alimentos de
origem animal, como carnes e ovos. Ja os acidos graxos omega 3 EPA e DHA séo
obtidos através do consumo de peixes como salméo e atum (Strobel et al., 2012).
Em individuos vegetarianos e veganos, observa-se que a alta ingestdo de ALA
proveniente dos 6leos vegetais e sementes pode otimizar a sintese de EPA e DHA
tanto em homens quanto em mulheres (Burdge e Henry, 2018), ndo havendo
portanto deficiéncia desses nutrientes em uma dieta equilibrada e adequada.
Segundo a OMS, a relacdo n-6/n-3 ideal de ingestdo é de 5:1, mas as dietas

ocidentais estédo préximas de 20:1 (Simopoulos, 2002).

Além da ingestdo, os niveis de 6mega 3 também sé&o influenciados pela
presenca de dmega 6; isso porque ha uma competicao pelas enzimas de elongacao
para a producao dos respectivos derivados de cadeia longa através dos precursores
LA e ALA e também para incorporacdo em membranas celulares (Sprecher et al.,

1995).
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Figura 10. Elongagéo dos &cidos graxos 6mega 6 e dmega 3.

Os &cidos graxos estdo presentes nas mais diversas formas de vida,
desempenhando importantes funcdes estruturais e nos processos metabolicos
(Martin et al.,, 2006). Em humanos, sdo necessarios para manter em condi¢cdes
adequadas as membranas celulares, as funcbes cerebrais, como o
desenvolvimento cognitivo, transmissdo de impulsos nervosos e funcionamento e

diferenciacdo das membranas da retina (Waitzberg, 2006).

Quando incorporados a membrana fosfolipidica, podem ser metabolizados e
transformados em mediadores inflamatérios ativos, os eicosanoides, formando
prostaglandinas (PG), leucotrienos (LT) e tromboxanos (TB) que agirdo no
organismo em carater pro-inflamatério ou anti-inflamatério. (Perini et al., 2010;

Colquhoun et al, 2009).



Em condicbes patoldgicas como o cancer, esses acidos graxos sdo capazes
de alterar a expresséao génica de algumas proteinas, podendo levar a diminuicéo da
capacidade migratoria e invasiva de células tumorais, induzindo até mesmo a

apoptose (Colquhoun et al., 2009).

EPA e DHA tém sido descritos na literatura para prevenir a expansao de
células de céncer colorretal e para inducdo de morte celular e aumento da
sensibilidade aos quimioterapicos em células-B em leucemia linfocitica crénica ja
que as caracteristicas funcionais desses PUFAs se tornam potencialmente
benéficas em combinacdo com farmacos, além do efeito anti-inflamatério devido a

diminuicdo na producdao de citocinas inflamatérias (Abdi et al., 2014).

Além disso estimularam também a formacé&o de peroéxidos lipidicos, interacdo
com segundos mensageiros e vias de sinalizacéo das células tumorais e modulacéo
da estrutura e/ou funcéo de receptores celulares sugerindo um aumento seletivo na

apoptose de tecidos tumorais comparado ao tecido neural sadio (Jing et al., 2013).

Em células resistentes a multiplas drogas a acdo desses acidos graxos foi
além da producdo de peroxidos lipidicos e interacdo com diferentes vias de
sinalizacdo. Segundo Gelsomino et al. (2013) observou-se que em células de
cancer colorretal, PUFAs foram incorporados & membrana, alterando a composicéo

lipidica e permitindo a agéo das drogas no meio intracelular.

Em Kuan et al. (2011) observou-se que em células Caco-2 de cancer
colorretal tanto os acidos graxos 6mega 3 quanto 6mega 6 reduziram a expressao

génica de ABCBL1 e a atividade de MDR1.



Plumb et al. (1993) observou diferenca na composicéo lipidica da membrana
celular de linhagens de cancer de ovario humano que antes eram resistentes a
doxorrubicina e foram submetidas ao tratamento com acidos graxos poli-
insaturados. Essa premissa justificou o fato de o acumulo extracelular do farmaco

ter diminuido em comparacéo ao meio nao tratado.

Em Davies et al. (1999) células de cancer de mama (MCF-7) resistentes a
drogas foram submetidas ao tratamento adjuvante com GLA ocasionando um
aumento global na captacdo do quimioterapico, sugerindo que a incorporagédo de
acidos graxos nas membranas celulares das células resistentes podem causar uma

mudanca na distribuicao intracelular do farmaco.

No estudo de Xue e Schlozer (2016) os acidos graxos 6mega 3 tiveram um
papel importante quanto agentes antitumorais em tumores mamarios tratados com
doxorrubicina. Os PUFAs elevaram o estresse oxidativo nas ceélulas cancerosas

tornando-as suscetiveis a acdo do quimioterapico.

Em gliomas, um estudo do nosso grupo de pesquisa (Miyake et al., 2020),
demonstrou mudancas no comportamento de células C6 de glioma de rato apos o
tratamento com GLA relacionadas a migracao e invasao diminuidas e aumento do
namero de células apoptoticas. Em um outro estudo, Colqguhoun (2001) demonstrou
que EPA é uma potente agente citotoxico nas células cancerosas de bexiga, além

de contribuir com o aumento da citotoxicidade de quimioterapicos.

Esses estudos indicam que além da atividade isolada demonstrada através

da diminuicdo da proliferacdo celular, os acidos graxos podem auxiliar a acdo da



guimioterapia em células resistentes atenuando o crescimento tumoral e tornando-

se uma possibilidade de terapia adjuvante junto aos tratamentos ja existentes.



CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos experimentos realizados e apresentados, notamos que células
resistentes a TMZ e & VCR nas concentracdes de 25uM e 0.4nM tratadas com
acidos graxos EPA, DHA e GLA apresentam diferentes perfis para o aumento ou
diminuicdo da atividade de proteinas de resisténcia, bem como a expressao génica
dos diferentes transportadores ABC e a incorporacdo dos acidos graxos,
dependendo ndo somente do PUFA utilizado, mas também da droga utilizada em

conjunto.
Os principais resultados encontrados sao:

o Células U87MG expostas aos quimioterapicos Vincristina e
Temozolomida adquiriram resisténcia considerando a expressao de
genes especificos para moldar esse perfil, como o MGMT;

o Aexpressaode ABCB1 em células U87MG é reduzida em tratamentos
combinados entre VCR e GLA,;

o VCR + EPA reduzem o numero de células ao final de 72h, diminuem
a expressdo de ABCB1, ABCC3 e ABCC4 e diminui a atividade de
proteinas de resisténcia no geral;

o VCR em combinacdo com PUFAs é capaz de modificar a expressao
génica de ABCC4;

o DHA modifica a expressédo de ABCB1 em células resistentes a TMZ e

VCR em tratamentos concomitantes;



o A incorporacdo de acidos graxos bem como o metabolismo dos
lipideos pode ser modificada diante da presenca de diferentes
quimioterapicos;

o A atividade das proteinas foi significativa apenas em tempos
especificos, mas a area sob a curva ndo demonstrou variacao
importante diante dos tratamentos apresentados, porém em intervalos
mais curtos os resultados talvez se apresentariam mais expressivos,
visto que um efeito platd é observado nas curvas, sugerindo

diminuicao da atividade das proteinas de resisténcia.

Cada combinacdo teve uma caracteristica bastante especifica, o que
corrobora com questbes encontradas na literatura, mas os estudos sobre a
influéncia de acidos graxos poli-insaturados em glioblastoma sao escassos e a partir
da relevancia dos dados encontrados, € importante frisar o quanto novos estudos
podem demonstrar algumas questdes importantes sobre o tratamento de um dos

canceres mais agressivos em humanos de acordo com a OMS.

Ter a possibilidade de fornecer as pessoas maior qualidade de vida, bem
como trazer conforto diante dos tratamentos a que sdo acometidas é um dos
grandes objetivos da ciéncia para com a populacédo, que é sem duvida alguma, a

parte principal que mantém os cientistas ativos, mesmo que indiretamente.

Fazer ciéncia e pesquisa basica é o estopim para que algo inovador seja

disponibilizado a toda a populacéo, por isso, esse trabalho mostra o quanto €



importante apoiar a pesquisa em nosso pais. E para o bem comum. E para o bem

de todos.
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