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RESUMO

As fosfatases alcalinas sdo enzimas calcificantes ubiquas cuja concentracéo e
funcionalidade sdo aumentadas no microambiente tumoral inflamatério sendo
essenciais para a absorgcdo celular de nutrientes fisiologicamente importantes,
como precursores fosfolipidicos e vitamina B6. As fosfatases alcalinas sao
marcadores celulares de recorréncia, indiferenciacdo e resisténcia em
glioblastomas. A Temozolamida, o quimiterapico mais empregado, € tao toxico as
células neoplasicas quanto aos astrocitos do hospedeiro.

Desta forma, descrevemos a funcado enzimatica de fosfatases do sobrenadante de
linhagens de GBM SF295, como um possivel alvo molecular para drogas fosfatadas
anticancer. O 2-AEH2F, o pro-farmaco candidato, é um substrato natural para as
fosfatases alcalinas, nutriente para formacdo de membranas, cujo produto
etanolamina, favorece a reducgao da relacao fosfatidilcolina/fosfatidiletanolamina, e
hidrolise das fosfatidiletanolaminas, que gerariam as N acil etanolaminas apés acao
de outras fosfolipases, via liberagao de anandamidas, deflagadoras de apoptose em
gliomas e, resisténcia a apoptose em astrocitos, via receptores canabinoides 1 e 2.
Este estudo descrevea atividade catalitica de fosfatases alcalinas coletadas do
sobrenadante de glioblastomas SF-295 sobre o nitrofenil fosfato na presenga de 2-
AEH2F, realizados na presenca de inibidores ou de cofatores enzimaticos. A
presenca de inibidores competitivos diminui a fungdo enzimatica das fosfatases
alcalinas do GBM, enquanto os cofatores minerais, geralmente presentes no
microambiente tumoral, aumentam a atividade enzimatica sobre o substrato 2-
AEH2F, Km: 4,669 mM, V max: 60 uM/min/L. Astrécitos sdo menos resisténtes a
Temozolamida que linhagens de glioblastoma U138 e o 2-AEH2F estimula a
proliferacdo de astrocitos conforme teste de carboxifluoresceina. Proteinas
vinculadas a apoptose como caspase 3, a indiferenciacdo como o CD90, e a
supressao tumoral como a p53, foram mensuradas apés exposicao ao 2-AEH2F e
a Temozolamida em astrocitos e U138.

O 2-AEH2F se comportou como substrato mostrando potencial para atingir

seletivamente células-tronco de GBM e proteger os astrocitos do hospedeiro.

Palavras-chave: 2 Aminoetil Dihidrogeno Fosfato, glioblastoma, fosfatase alcalina



ABSTRACT

Alkaline phosphatases are ubiquitous calcifying enzymes whose concentration and
functionality are increased in the inflammatory tumor microenvironment and are
essential for cellular uptake of physiologically important nutrients such as
phospholipids and B6 vitamins. Alkaline phosphatases are cellular markers of
recurrence, undifferentiation and resistance in glioblastomas. Temozolamide, the most
used chemotherapeutic, is as toxic to neoplasms as to host astrocytes.

Thus, we describe the enzymatic function of phosphatases from the supernatant of
GBM SF295 strains, as a possible molecular target for phosphate-containing
anticancer drugs. 2-AEH2F, the candidate prodrug, is a natural substrate for alkaline
phosphatases, nutrient for the formation of membranes, whose ethanolamine product,
favors the reduction of the phosphatidylcholine/phosphatidylethanolamine ratio, and
perhaps the hydrolysis of phosphatidylethanolamines, which would generate N acyl
ethanolamines after the action of other phospholipases, via the release of
anandamides, triggers of apoptosis in gliomas and, resistance to apoptosis, in
astrocytes, via CB1/2 receptors.

This study describes the catalytic activity of alkaline phosphatases collected from the
supernatant of SF-295 glioblastomas on nitrophenyl phosphate in the presence of 2-
AEH2F, carried out in the presence of enzyme inhibitors or cofactors. The presence of
competitive inhibitors decreases the enzymatic function of GBM alkaline
phosphatases, while mineral cofactors, usually present in the tumor microenvironment,
increase enzymatic activity on the 2-AEH2F substrate, Km: 4.669 mM, V max: 60
uM/min/ L. Astrocytes were as sensitive to Temozolamide as glioblastoma cell lines
and 2-AEHZ2F inhibited apoptosis in astrocytes. Proteins linked to apoptosis such as
caspase 3, undifferentiation, such as CD90, and p53, the universal oncogenic
suppressor, were also measured after exposure to 2-AEH2F and Temozolamide.
2-AEH2F behaved as a substrate showing potential to selectively target GBM stem
cells and protect host astrocytes from Temozolomide.

Keywords: 2-Aminoethyl Dihydrogen Phosphate, glioma, glioblastoma, alkaline

phosphatase



1 INTRODUGAO

O glioma grau |V ou glioblastoma multiforme (GBM) é o tumor maligno cerebral
mais frequente do sistema nervoso central (MACHADO, 2007; RAMACCIOTTI, 2017;
ROCHA, 2021), provém de trés tipos de células: as tronco neurais, astrocitos e de
células precursoras de oligodendrécitos (PALMIERO, 2020; MORAES; HOLANDA,;
CAVALHEIRO, 2020). GBM eventualmente & secundario proveniente de gliomas
menos agressivos (ISOLAN et al.,2020; SCARANO,2014). O GBM né&o emite
metastases, ao contrario dos canceres metastaticos, a letalidade do GBM esta
associada as suas caracteristicas infiltrativas e recidivantes decorrentes da
resisténcia celular induzida (UCHOA,2020; UTIDA et al., 2002; FARIA;
FARHAT,1999). Esse fendtipo infiltrativo € super expresso em um subtipo de células
de GBM, as chamadas células-tronco GBM, indiferenciadas, ou seja, que exibem em
sua membrana, proteinas consideradas marcadores de indiferenciagcao (ONYIKE et
al., 2013, MEUSEL et al., 2019; SIEBEN et al., 2021).

As células-tronco provenientes de GBM s&o originarias de um micro ambiente
tumoral (MAT) desnutrido, acido, inflamatério e angiogénico (MAIA et al., 2018;
ANDINO et al., 2019; BARRETO, 2016). Os estudos anatomopatolégicos diferenciam
o GBM de gliomas menos agressivos pelo achado de “pseudo palicadas”, que sao
estruturas circulares compostas por células do GBM, cujo centro € ocupado por um
processo de tromboflebite restringindo o fluxo sanguineo. As células que compdem a
"cerca" migraram do centro necroético, estas células exibem a capacidade de invadir
vasos abertos e percorrer longas distancias através do parénquima do hospedeiro
(KANDRATAVICIUS et al., 2007; TAKADA, 2013; LIU; EULER, 1999).

Apesar da importancia do achado anatomo patoldgico das pseudo paligadas, o
prognostico € melhor previsto pela presenga ou ndo, de algumas mutagdes, como
amplificagdo de Myc, ou mutagdes em genes IDH1-3, supressao da P53 dependente
da amplificacdo de MDM2, entre muitas outras alteracdes na expressao de proteinas
como VEGFR , PDGFR, PI3K, mTOR, MGMT (SCARANO, 2014, BARBOSA et al.,
2015; FUCHS; CHEN, 2013; DE FILIPPIS;BINDA, 2012). As mutagdes da H3K27M
sdo encontradas de forma tipica no glioma pediatrico intrinseco difuso pontino, sua
expressao fisioldégica produz um processo geral de diminuicdo da metilagdo de
histonas, especificamente no residuo de lisina. A mutacdo da H3K27M produz uma

onco histona que induz metilagdo global levando ao proccesso inflamatério inicial na



formacgao de gliomas (LASKY; WU, 2005). A infiltracdo de células-tronco GBM nos
tecidos cerebrais do hospedeiro impede a ressecc¢ao tumoral total, contribuindo muito
para o prognostico reservado (IMAYOSHI et al., 2010; DONG et al., 2019; DING et al.,
2016). Desta forma, a melhora no progndstico, visto nos ultimos anos com outros tipos
de gliomas, ndo se estendeu aos pacientes com GBM (LAl et al., 2003; BERNAL;
ARRANZ, 2018).

A temozolamida (TMZ) é o medicamento de primeira linha para o tratamento
dos gliomas, trata-se de um agente alkilante administrado por via oral cujo metabdlito
ativo é conhecido pela sigla MTIC. TMZ confere 2 meses de sobrevida no GBM pois
os gliomas grau IV desenvolvem resisténcia a TMZ via diferentes mecanismos
antioxidantes, reguladores negativos da ferroptosis. Ferroptosis pode ser definida
como a morte celular dependente do ferro, secundario a peroxidagao lipidica pelas
ROS, contraposta por diferentes mecanismos antioxidantes associados a ferroptosis
e glutationa entre outros.

ACLS4, o gene que transcreve a acetil colina sintase, estimula o acumulo do
fosfolipide fosfatidiletanolamina (PE), que € um determinante critico a sensibilidade a
ferroptosis. N acil etanolaminas, formadas pela hidrolise da PE, via receptores
canabinoides 1 e 2 causam apoptose em células de gliomas e protegem os sensiveis
astrocitos do hospedeiro da TMZ, que é tdxica aos astrocitos.

As células-tronco GBM séo ricas em fosfatases alcalinas (ALP) (OSTROM et
al., 2019; COSTANZA; FINOCCHIARO, 2019), essas enzimas sao uma familia de
quatro ectoenzimas ancoradas em glicosilfosfatidilinositol lipideos (VECHT;
KERKHOF; DURAN-PENA, 2014; PRESTON-MARTIN et al.,1982).

As ALP no GBM estdo presentes em diferentes células que compde o MAT,
estao presentes no endotélio, fibroblastos e células-tronco entre outras. O encontro
de ALP em célula-tronco GBM é considerado um marcador de indiferenciagao,
resisténcia e recorréncia (OSTROM et al., 2019), ou seja, ela marca “a tropa de elite”
tumoral.

A atividade da ALP parece ter varias fungdes: as ALP sao fundamentais para
a mineralizacdo Ossea e esta relacionada também a captagdo de precursores da
membrana fosfolipidica, como o 2-AEH2F e também do fosfato de piridoxina-5 que é
uma das varias formas que existem da vitamina B6 (YAN et al., 2009; LIU et al., 2016;
SAKTHIKUMAR et al., 2020).



As ALP estdo aumentadas na superficie das células endoteliais,
secundariamente a indugao de citocinas inflamatdrias, como IL-6 (SHINYA; WOLFF,
1979) e TNF alfa (BACCIU et al., 2006; KAWAGUCHI et al., 2017), assim como a

funcao catalitica € aumentada pela presenca de cofatores intra celulares: Mg"' ezZn®
(DULGUEROV; ALLAL, 2006).

A importancia clinica das ALP pode ser observada pela progressao naturalde
uma doenga denominada hipofosfatasia neonatal, que se nao tratada pela reposigao
da enzima, leva a morte secundaria a epilepsias intrataveis e insuficiéncia
cardiorrespiratoria. Bioquimicamente, os recém-nascidos apresentam niveis urinarios
e sanguineos elevados de 2-AEH2F e de vitamina B6,especificamente o fosfato
de piridoxina 5, que nao consegue atingir o meio intracelular (NEWTON; AH-SEE,
2008). As fosfatases alcalinas podem ser saturadas por niveis milimolares do
substrato 2-AEH2F (BISHOP et al.,2013), inibindo, por competigdo, a captacdo de
outros nutrientes importantes, como B6 e indiretamente a colina, uma vez que
colina e etanolamina também competem pelos mesmos transportadores (PERRIN
et al., 2019; HAYMAN et al., 1998) e, ja noambiente intracelular, competem pelas
mesmas enzimas, como a colina e a etanolamina quinases (BERENHOLZ et al.,
1998; PARMAR et al., 2009), cujo interesse pela terapia do cancer vem crescendo
nos ultimos anos (IOANNIDIS et al.,2015).

O 2-AEH2F vem sendo estudado como agente anticancer (GOWERet al.,2006;
DAHLHAUS et al.,, 2017; BORCH et al.,, 2021; BATTU et al.,, 2018; WANSON,
1990; BASAK et al., 2012), e essa fosfatase alcalina € um alvo molecular passivel
de estudo e experimentagdo. A funcionalidade da enzima foi analisada através do
ensaio de p nitrofenil fosfato, cuja perda do grupo fosfato produziu o marcador
nitrofenol colorido. Diferentes formulagdes de 2-AEH2F foram disponibilizadas, uma
comercialmente adquirida da Sigma, e outra sintética contendo residuos fosforilados.
Foram medidas, através de anticorpos monoclonais, a expressdo de proteinas
vinculadas a indiferenciagdo como a CD90, a apoptose, como a caspase 3 e o P53,
definido como supressor universal da oncogénese, além do impacto sobre o ciclo
celular de cultivos celulares de U138 e SF295, via teste de propidium iodide.
Testamos a sensibilidade de astrocitos de ratos a TMZ e ao 2-AEH2F, assim como o
impacto das duas substancias no ciclo celular e na expressao de proteinas associadas
ao prognostico do GBM.



1.1 Fatores de risco para o desenvolvimento de tumores

intracranianos

Exceto por algumas doencas de origem genética, a maioria das doengas
apresenta importantes fatores de risco predisponentes. Os fatores que favorecem o
desenvolvimento de tumores cerebrais sao conhecidos: exposigcdo a solventes
volateis e radiacdo ionisante, entretanto a maioria dos pacientes ndo exibe nenhum
destes fatores de risco. Por outro lado, algumas pessoas mesmo apresentando
inumeros fatores potencialmente predisponentes, nunca desenvolvem os tumores
cerebrais. Infelizmente ndo existem maneiras conhecidas de se prevenir um tumor
cerebral, por meio de alteragdes no estilo de vida, de forma geral o género masculino
tém maior probabilidade em desenvolver um tumor cerebral muito embora, alguns
tipos especificos de tumores, como 0s meningiomas, sdo mais frequentes entre
mulheres.

A exposigao a toxicos, intoxicagdes com substancias quimicas inorganicas,
tanto em casa como no trabalho, principalmente as substancias derivadas de
petroleo, borracha solventes, pesticidas, ou cloreto de vinila aumentam as chances
de se encontrar tumores cerebrais. Existe uma maior incidéncia de tumores cerebrais,
em individuos que apresentam a sindrome de Li-Fraumeni, neurofiboromatose,
sindrome do carcinoma basocelular nevoide, esclerose tuberosa, sindrome de Turcot
e doenca de von Hippel-Lindau e a fibrose cistica. Histéria familiar positiva é
encontrada em aproximadamente 5% casos quase sempre ligados a fatores ou
condicbes genéticas hereditarias. Algumas familias exibem maior incidéncia de
tumores cerebrais e sem uma ligagdo com doengas hereditarias conhecidas. Estudos
estdo em andamento para tentar encontrar uma causa para este fendmeno. Exposicéo
a alérgenos, infecgdes bacterianas e virais e a infecgdo pelo virus Epstein-Barr
aumentam o risco de linfomas do SNC (OSTROM et al., 2019).

Varios tipos de virus podem causar tumores cerebrais, entretanto mais dados
sao necessarios para descobrir se a exposicao a infeccdes, se outros virus ou
alérgenos aumentam ou ndo o risco de tumores cerebrais nas pessoas. Estudos
recentes tem mostrado que os pacientes com historico de alergias ou doencgas de pele
apresentam menor risco de tumores cranianos. Suspeita-se que a presenca de
campos eletromagnéticos possam favorecer a lesdo ao genoma que caracteriza o

efeito das ondas eletromagnéticas ou radioativas. A maioria dos estudos que os



campos eletromagnéticos, ndo mostram nenhuma ligagdo com um risco aumentado
de se desenvolver um tumor cerebral em adultos, quando analisados moradores
proximos de campos de transmissdo. Entretanto alguns artigos propde o contrario,
responder se torres de transmissao sdo ou ndo um fator de risco ao desenvolvimento
de gliomas pode adicionar uma nova e importante pega no quebra cabecgas que é a
origem dos gliomas (COSTANZA; FINOCCHIARO, 2019).

O tratamento do cérebro ou uso de radiagao ionizante, incluindo raios-x, por
exemplo, é um fator de risco para um tumor cerebral. Alguns estudos mostram uma
ligacdo entre traumatismo cranio encefalico e meningioma, mas n&o entre
traumatismo cranio encefalico e glioma. Uma histéria de convulsées também foi
vinculada a tumores cerebrais, mas como um tumor cerebral pode causar convulsoes,
nao se sabe se as convulsdes aumentam o risco de tumores cerebrais, se as
convulsdes ocorrem por causa do tumor ou se a medicagdo anticonvulsivante
aumenta o risco, ou se inflamacbes cerebrais inespecificas sejam fatores
predisponentes (VECHT; KERKHOF; DURAN-PENA, 2014). Compostos toxicos
nitrosos presentes em algumas dietas associadas a suplementagdo vitaminica
poderiam indicar aumento de risco de neoplasias intracranianas na infancia e entre
adultos. Os compostos nitrosos dietéticos sdo formados no corpo a partir de nitritos
ou nitratos encontrados em algumas carnes curadas como linguicas, carne secas,
fumaca de cigarro e cosméticos. No entanto, pesquisas adicionais sdo fundamentais
para que algum grau de confianga minima seja estabelecido (PRESTON-MARTIN et
al., 1982).

1.2 Origem dos Gliomas

Os gliomas sao tumores malignos cerebrais que em 70 a 80% das vezes
derivam de astrécitos, astrocitos sdo células gliais em forma de estrelas que tem
fungdes em condic¢des inflamatdrias e fisiolégicas (BERNAL; ARRANZ, 2018). Muitos
gliomas apresentam mutagdes da isocitrato desidrogenase 1 e 2 (IDH1/2) enzimas
vinculadas a adequada metabolizacdo de hidratos de carbono e alfa ceto glutarato
proveniente do aminoacido glutamina em citrato (YAN et al., 2009). Apesar dos
esforcos com o emprego de terapia multimodal, cirurgia, radiagado e quimioterapia, a
taxa de sobrevida geral em 5 anos de pacientes com glioma de alto grau permanece

abaixo dos 15% enquanto os de baixo grau quando rececaveis sao curaveis.



Estudos de genética molecular tem encontrado uma série de alteragdes
genbmicas nos gliomas grau IV, glioblastomas. Diferentes genes exibem mutagao
como a p53, a p16Ink4a, retinoblastoma proteina, fosfatase e homdlogo de tensina
(PTEN) delegao no cromossomo 10 e/ou também amplificacdo do receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR), que sdo achados secundarios a instabilidade
genética (LIU et al.,2016).

Dentre eles, alteragbes genéticas que atingem as vias EGFR e PI3K/PTEN/Akt
aparecem em 88% dos gliomas malignos. A ativagdo aberrante da via
PI3K/Akt/mTOR se correlaciona com mau prognostico em pacientes com
glioblastoma. A via PI3K/Akt/mTOR regula varias fungbes celulares, incluindo
sobrevivéncia, metabolismo, proliferacdo e diferenciacdo por meio de varios efetores
como: CREB, p27, FOXO, p70 e 4EBP1. Por outro lado, esta mesma via é
antagonizada por varios fatores, incluindo PTEN e GSK3B para reduzir sua
hiperativagdo, uma vez que isto causaria uma perda no controle de ciclo. Uma vez
desregulados conseguem evadir da apoptose e incrementam o crescimento celular
descontrolado. (SAKTHIKUMAR et al., 2020)

A via PIBK/Akt/mTOR é super ativada em varios canceres o que faz dela um
potencial alvo terapéutico para o desenvolvimento de anti neoplasicos. A via
PI3K/Akt/mTOR €& um ponto de convergéncia para estimulos divergentes de
crescimento, regula os processos celulares que estdo envolvidos tanto na iniciagao
quanto na manutencao do cancer.

O regulador de condutancia transmembrana da fibrose cistica (CFTR) € um
canal iénico ativado por cAMP que permite influxos intracelulares de agua e cloreto
entre o citosol e a matrix extra celular. Muta¢des neste canal de ions de cloro e agua
levam a doenga genética mais comum do mundo. A correlagdo entre a disfungédo do
CFTR e aincidéncia de cancer é ha muito tempo relatada. Estudos de coorte mostram
um risco aumentado de cancer em pacientes com fibrose cistica (FC)(ZHAO et
al., 2020).

O nivel de expresséo reduzido de CFTR também foi observado em varios
tipos de céncer, incluindo cancer de pulméo, cancer de colon e cancer de mama. Na
verdade, os estudos revelaram que em uma variedade de carcinomas, CFTR
funcionaria como um supressor tumoral, cuja perda promoveria as caracteristicas

malignas das células cancerosas. No entanto, a regulagao positiva de CFTR também



foi relatada como promotora de neoplasias no sistema reprodutivo feminino (ZHAO et
al., 2020).

O regulador da condutancia transmembrana da fibrose cistica foi originalmente
encontrado expresso em varios tecidos epiteliais, como pulm&o, pancreas, trato
gastrointestinal e trato reprodutivo. Ensaios de RT - PCR e imuno-histoquimica
demonstraram a expressdo abundante de CFTR nos neurbnios - mas nao em
astrocitos - no cérebro humano. Da mesma forma, o mRNA do CFTR foi identificado
em astrécitos isolados de cérebro de modelos animais. Embora o papel fisiolégico do
CFTR no cérebro ainda ndo seja claro, sabe-se ja que o CFTR é critico para a
regulagdo da homeostase do cloreto no extracelular do SNC. A perda de fungao de
CFTR causa disfungao das células de Schwann e no sistema nervoso periférico, muito
semelhantes aos fenotipos manifestados na sindrome de Charcot- Marie-Tooth
produzidas em modelos animais com deficiéncia de CFTR desde o nascimento (LIU
et al., 2019).

1.3  Sinusites, podlipos, tumores cerebrais e paranasais

A sinusite crénica aumenta o risco de se desenvolver podlipos nasais,
aproximadamente 20% das pessoas com sinusite cronica também tém pdlipos nasais.
Os polipos nasais sao caracterizados por serem moles, indolores e embora
inicialmente ndo cancerosos podem sim malignizar (SHINYA; WOLFF, 1979). Os
polipos se fixam, pendem do seio da face como se fossem lagrimas ou uvas. Os
polipos sao resultado de inflamacgao crénica no epitélio do nariz e de seios da face.
Sinusites estdo associadas a outras condi¢gdes clinicas como asma, infeccbes
recorrentes, alergias, sensibilidade a medicamentos e alteragdes imunes. Infec¢des
sinusais cronicas, ou recorrentes, se vinculam a asma, rinite alérgica ou febre dos
fenos, fibrose cistica, sindrome de Churg-Strauss e uma sensibilidade maior para
medicamentos anti-inflamatérios nao esterdides, como ibuprofeno ou aspirina
(BACCIU et al., 2006).

Imagens de rotina do cérebro, tanto de ressonéncia quanto de tomografia,
permitem a visualizagdo da cavidade nasal, ouvido médio, base do cranio e seios
paranasais. Diante de um tecido polipoide o diagndstico final € na maioria das vezes,
s6 confirmado pela histopatologia. Pdlipos nasais extensos podem mimetizar lesdes

agressivas do nariz e dos seios paranasais. Os polipos nasais costumeiramente nao



crescem de maneira muito veloz, nao reabsorvem osso tampouco estendem-se para
tecidos adjacentes (KAWAGUCHI et al., 2017).

No entanto, mesmo polipos nasais sem estas caracteristicas de malignidade
deveriam ser incluidas no diagndstico diferencial de tumores nasais, principalmente
se apresentarem comportamentos suspeitos, como os agora descritos. De modo geral
sao infrequentes as neoplasias malignas da cavidade nasal ou dos seios da face.

A cada ano diagnostica-se cerca de 2.000 casos nos Estados Unidos,
aproximadamente entre 60 a 70% desses tumores acometem o seio maxilar,
enquanto 20 a 30% estdo na cavidade nasal e 10 a 15% estdo nos seios etmoidais
bilateralmente (DULGUEROV; ALLAL, 2006).

Tumores s&o extremamente incomuns nos seios esfenoidais, atras dos seios
etmoidais, ou nos seios frontais da testa.

Diferentes tipos de tumores podem ocorrer na cavidade nasal ou nos seios da
face destes, 70% ocorrem no trato respiratério a partir de células escamosas, o
adenocarcinoma responde por 10 a 20% das neoplasias do seio da face, ocorrendo
no revestimento do tapete mucoso. Os rino neuroblastomas crescem a partir de
nervos na base do cranio, onde estes feixes nervosos afloram na cavidade nasal, que
em condigdes normais permite a subjetiva percep¢cao da matéria em suspensdo
gasosa: o olfato. Existem varios tipos de neoplasias ndo cancerosas que, embora nao
se espalhem, podem causar danos se nao forem tratados. Os osteomas geralmente
nao causam sintomas, mas podem impedir os seios frontais, etmdides ou maxilares
de adequadamente drenarem seu muco causando infecgdes secundarias. Se um
osteoma causar essa obstrucdo, sera necessario remové-lo cirurgicamente.
Diferentes infecgdes virais podem causar papilomas, com crescimento semelhante a
verrugas no nariz ou nos seios da face. Embora 10% sejam cancerigenos, a grande
maioria dos polipos é benigna (NEWTON; AH-SEE, 2008). Os homens desenvolvem
canceres de seio nasal mais frequentemente do que as mulheres. O diagndstico da
doencga é realizado mais comumente entre 50 e 60 anos. Tabagismo € um dos
principais fatores de risco para o desenvolvimento de cancer no nariz e seios da
face. Muitos canceres nasais ou nao nasais, nao apresentam sintomas, entretanto,
certos sintomas prolongados podem indicar cancer, incluindo: congestdo nasal
persistente, especialmente de um lado, dor na testa, bochecha, nariz ou ao redor dos
olhos ou orelha, gotejamento pds nasal nas posterior da faringe, epistaxe frequente

e/ou persistentes, visdo dupla ou turva, perda do olfato ou paladar, dor ou parestesia



na face ou nos dentes, um tumor na face, nariz, palato ou pescogo, olhos
lacrimejantes, dificuldade em abrir a boca ou infec¢des de ouvido recorrentes ou perda
auditiva (PDQ, 2019).

A prevencado para diminuir o risco de desenvolvimento de tumores nasais e
paranasais basicamente consiste em campanhas anti tabagismo. Seguir as regras
de segurancga do local de trabalho para se proteger de vapores nocivos e irritantes no

ar, como usar uma mascara facial (The American Cancer Society, 2019)

14 Glioblastomas

Glioblastoma ou astrocitoma grau IV apesar de poderem surgir em qualquer
idade sdo muito mais frequentes nos adultos do que entre criangas. Os gliomas s&o
pouco mais provaveis de ocorrer entre os homens do que nas mulheres, e sdo mais
comuns em caucasianos do que em afro-americanos. Os diferentes graus histolégicos
de um glioma apontam para um determinado potencial de crescimento e possivel
padrao de agressividade (PERRIN et al., 2019).

Os tumores do SNC apresentam uma distribuicdo que poderia ser condizente
com uma possivel migragao de centros neurais tronco, como a zona sub ventricular
granulosa justaposta ao plexo coroide. O plexo coroide permanece acima do
hipocampo e é ricamente vascularizado. O hipocampo especificamente nas regides
CA2, CA3 e CA4, no giro denteado tem-se justaposto ao plexo coroide. A
vascularizagdo do hipocampo termina no seio cavernoso que se comunica
inferiormente com o seio pterigoide (HAYMAN et al.,1998).

O seio cavernoso é uma rede venosa vascular para a qual drena todo o sangue
venoso do SNC e também da face que por fim s&o tributarias da veia jugular interna,
através de uma rede de pequenos vasos. A veia oftalmica superior recebe sangue da
veia supra orbital e da veia angular que é superficial na face. A veia facial profunda é
tributaria do seio pterigoideo que se comunica com o seio cavernoso. A veia oftalmica
superior e orbitaria recebem sangue proveniente de areas adjacentes ao seio da face
que via de regra é colonizado por diferentes agentes (BERENHOLZ et al., 1998), como
os fisiolégicos firmicutes e bacteroides, assim como por agentes patogénicos
envolvidos tanto em sinusites quanto nas otites (PARMAR et al.,, 2009).
Eventualmente bactérias e virus vinculados a doencgas sexualmente transmissiveis

podem acometer o pavimento mucoso que compde a faringe e os seios da face, como



o papiloma virus (IOANNIDIS et al., 2015). A clamidia é um agente
epidemiologicamente importante, pois tanto produz uretrites assintomaticas como
contaminam a conjuntiva de neonatos, obrigando ao nascimento utilizar colirios de
nitrato de prata como forma de prevenir conjuntivite neo natal e a cegueira
subsequente (GOWER et al.,2015). Criangas com baixo peso 1500 apresentam uma
protecao em relagdo as nascidas com bom peso de 3500; talvez fosse o antibiético
prescritos aos neonatos instaveis em Unidades de Terapia Intensiva (UTls)
(DAHLHAUS et al., 2017).

A neoplasia mais comum do SNC, contando os benignos e os malignos, é o
meningioma, sendo mais comum nas mulheres. O meningioma acomete com
frequéncia ao longo do revestimento dural dos seios venosos do cérebro e da base
do cranio, locais onde as células da capa aracnoide sdo mais abundantes. Locais de
estase sanguinea e em contato com os colonizados e cheios de vida seios maxilares
e frontais (BORCH et al., 2021).

As mutagdes mais comuns associadas aos meningiomas s&o: em primeiro
lugar a delecdo 22q11.2, esta mutagdo determina mal formagdes cardioldgicas e
faciais, e também produzem imuno deficiéncia via disfungao de linfécitos T (BORCH
et al.,, 2021). Além da delecdo do 22q911.2 outra mutagcdo importante no
desenvolvimento de meningioma sao as mutagdes inativadoras do NF2: o gene
NF2 transcreve uma proteina chamada merlin, que ajuda a regular varias vias de
sinalizagdo chave que sao importantes para controlar a forma celular, o crescimento
e a ligagao das células, umas as outras via adesao celular. Essa proteina funciona
como um supressor de tumor, evitando que as células crescam e se dividam muito
rapido ou de forma descontrolada. Outras alteracbes sao as mutacées em TRAF7,
AKT1, KLF4, SMO e PIK3CA foram identificadas por sequenciamento (BATTU et al.,
2018).

Sinusites eventualmente podem provocar meningites, embora a contaminagao

de um seio paranasal possa ser subclinica e assim provocar uma reacao
defensiva local e sistémica por parte do organismo.O seio cavernoso recebe sangue
da veia oftalmica superior, que drena os seios da face. O seio cavernoso esta
localizado em ambos os lados da fossa pituitaria e do corpo do osso esfenoidal entre
as camadas endosteal e meningea da dura-mater. Ele se estende do apice da 6rbita
ao apice do osso petroso temporal. Os seios cavernosos tém esse nome por

apresentaremestrutura reticulada e por serem atravessados por inumeros filamentos



entrelagcados. Eles sao de forma irregular, maiores atras do que na frente, e estao
colocados em cada lado do corpo do osso esfenoidal, estendendo-se da fissura
orbitaria superiorao apice da porcao petrosa do osso temporal. Cada um abre para
tras nos seios petrosos. Na parede medial de cada seio esta a artéria carétida interna,
acompanhada por filamentos do plexo carotideo; perto da artéria estd o nervo
abducente; na parede lateral estdo os nervos oculomotor e troclear e as divisdes
oftalmica e maxilar do nervo trigémeo. Essas estruturas sdo separadas do sangue que
flui ao longo do seio pela membrana de revestimento dentro do seio. O seio cavernoso
recebe sangue da veia oftalmica superior através da fissura orbitaria superior,
algumas das veias cerebrais e também o pequeno seio esfenoparietal, que segue ao
longo da superficie inferior da pequena asa do esfendide. Comunica-se com o seio
transverso por meio do seio petroso superior; com a veia jugular interna através do
seio petroso inferior e um plexo de veias na artéria carétida interna; com o plexo
venoso pterigdide através do forame Vesalii, forame oval e forame lacerum, e com a
veia angular através da veia oftalmica. Os dois seios também se comunicam por meio
dos seios intercavernosos anterior e posterior (WANSON, 1990).

A concentragcado e a funcdo de fosfatases alcalinas estdo aumentadas na
inflamacao, as ALP diferenciam-se basicamente em quatro subtipos, que tem como
uma das fungao catalitica retirar grupos fosfato de vitamina B6 e de precursores da
formacao das membranas, fosfocolina e fosfoetanolamina, disponibilizando carbonos
ao ciclo do carbono celular. A realocagdo de carbonos no DNA reativa genes
protetores assim como pode silenciar os genes vinculados ao processo inflamatério
tumoral, esse mecanismo € dependente de vitaminas do complexo b, assim como
dos carbonos fornecidos pela colina, do folato e da metionina, existindo entretanto
outros marcadores de membrana que caracterizam indiferenciacdo como o CD-133,
CD-144, fosfatases alcalinas (WALCHER et al., 2020).

Os centros germinativos expostos a inflamagao Th17 sao repletos de células
tronco, que exibem capacidade de ativar mecanismos de self renewal, ou seja, séo
capazes de produzirem um célula idéntica a si e outra parcialmente diferenciada.
Estas células sao consideradas por boa parte da comunidade cientifica envolvida no
estudo das neoplasias como a tropade elite tumoral, uma vez que seriam elas as
responsaveis pela invasividade, resisténcia e pelo progndstico reservado de qualquer
tumor agressivo, ndo sendo os GBM uma excegao. A invasividade de um GBM por

vezes € vinculavel a presenca de uma estrutura histolégica chamada de pseudo



palisadas. O que sdo estas palisadas? Basicamente sado estruturas celulares
circulares, como de uma aldeia tupinamba como descrito por Hans Staden, uma cerca
circular com um centro necrotico, encontradas em diferentes tipos de inflamacao
tumoral ou ndo. Quando ascélulas da “cerca” exibem aspecto de quadratico, cubicas,
sdo chamadas de palisadas, quando esta “cerca” é composta por células
alongadas denominam-se pseudo palisadas (RONG et al., 2006). Estas células que
compde a “cerca” circular das “pseudo palisadas” sdo provenientes - migraram do
centro necrético hipoxico e acido onde se encontra um vaso trombosado. Nestas
células a expressao de proteinas que sdo marcadoras de indiferenciagao se da de
forma proporcional ao pH,menor justaposto ao centro necrético, menor quanto mais
préximos um vaso aberto, no qual estas células penetram e migram grandes
distancias no SNC, fazendo com que recidiva seja a marca dos GBMs operados
(WIPPOLD et al., 2006). Niveis baixos de pH, portanto de grande concentragao de
prétons, determina na célula tumoral a expressao de proteinas de indiferenciagao e
resisténcia como as fosfatases alcalinas, cuja fungéo é chave para a nutrigdo celular
no tocante a precursores fosfolipidicos e absor¢cao de vitAmeros da vitamina B6.

A importancia das alcalinas fosfatases pode ser visualizada na hipofosfatasia
neonatal, uma anomalia congénita causada pela mutagdo de um dos subtipos de
fosfatase alcalina, caracterizada por neonatos exibindo sinais de osteomalacea e
elevados niveis séricos tanto de B6 quanto de fosfoetanolamina, ou seja de AEH2F.
Tais criangas falecem ainda no periodo neonatal, se nao tratadas, por insuficiéncia
cardiaca e crise convulsivas (SALLES, 2020).

Existem centenas de marcadores de indiferenciacao, receptores cuja

estimulacao por proteinas associadas a lesao tecidual, como hialuronas, beta
glucanas que produzem inibicdo da diferenciagdo e manutengao do estado tronco,
além de aumentar a carga de interferons, antivirais importantes para o controle da
populacédo endémica de herpes via TLR4/2 (MLCOCHOVA et al.,2020). Opréprio
processo de epitelial mesenquimal diferenciagao é regulado via NF-kB, uma proteina
que inibe e apoptose programada de LB, e que portanto, elevam a concentragao de
auto anticorpos, via ativagéo da Relb e Olig2 (HUBER et al.,2004).

As células de GBMs possuem grande capacidade de deslocamento por meio
de metaloproteinases, que abrem caminho entre os tecidos fisiolégicos, além do
emprego de substancias neurotdxicas excitatérias, como o glutamato, que abrem

poros celulares como os canais NMDA, causando a morte dos tecidos fisiologicos e



as crises convulsivas, que marcam alguns pacientes com estes tipos de neoplasia
(RAMASWAMY et al.,2014).

Os astrécitos, as células que muitas vezes iniciam gliomas que
secundariamente venham a se tornar um GBM, controlam a barreira hemato
encefalica ao mesmo tempo que também circundam terminagdes sinapticas,
modulando a neurotransmissao participando dos eventos neurobioldgicos, tendo sido
nos ultimos anos relacionados a doencgas psiquiatricas, como é o caso da
esquizofrenia (CHANG et al.,2021). Alguns autores tem proposto o uso de anti-
diabéticos, como a metformina, nestes pacientes pois muitos deles desenvolvem
obesidade e diabetes tipo Il, também em decorréncia do crénico uso de antipsicoéticos,
de forma que muitos clinicos tem descrito, ainda de forma anedaética, melhora clinica
psiquiatrica, por meio de dietas cetogénicas, e por meio do uso de antidiabéticos,
como a metformina.

Os astrocitos exibem propriedades antioxidantes, uma vez que degeneragao
de astrocitos se associa ao quadro demencial, frequentemente é secundaria a
presenca de espécies reativas de oxigénio (ROS), que sucede a crbnica evolugéo
demencial da esquizofrenia (ROTERMUND; MACHETANZ; FITZGERALDI, 2018).

Vasculopatias sao comorbidades frequentes associadas aos glioblastomas, os
pacientes exibem riscos maiores de doencgas cardiovasculares, incluindo insuficiéncia
cardiaca e a doenca arterial coronariana. Apesar destes dados epidemioldgicos, o
diabetes mellitus ndo tratado ou dislipidemias apresentam condi¢cdes inversas ao
surgimento de gliomas, o uso de estatinas vincula-se de forma fracamente positiva ao
desenvolvimento de gliomas; outras condigdes associadas ao processo
aterosclerdtico ndo apresentaram forte vinculo mensuravel relacionavel (TONG et
al.,2012). Pacientes portadores de GBM, ou mesmo de gliomas, apresentam maior
incidéncia de hipertensao arterial que se eleva progressivamente, além de maior
incidéncia de trombose do seio cavernoso, o que sugere que a vasculite que
caracterizam os tumores cerebrais talvez tenham origem local. Ou seja, as vasculites
sao relacionadas aos tumores cerebrais e talvez possam ser secundarios a
vasculites do seio cavernoso, uma vez que somente uma pequena por¢ao destas
vasculites chegam a causar trombos — detectaveis - neste territorio venoso apoés a
invencao dos antibidticos. O seio cavernoso por sua vez é contiguo aos varios centros
germinativos que mantém o SNC e também contiguo ao seio etmoidal (LOMBARDI et
al., 2013).



A epidemiologia das sinusites aponta para uma incidéncia muito maior em

brancos caucasianos, nérdicos, 2 vezes maior que em negros, exatamente da
mesma forma que ocorre com os gliomas. Sinusites sdo amplamente reconhecidas
como causadoras de polipos nasais e por sua vez, o achado de um polipo nos seios
paranasais € sugestivo de diferentes tipos de tumores intracerebrais, determinando a
solicitagdo de exames de imagem com o objetivo de se afastar neoplasias (SOLER et
al., 2012).

As sinusites crénicas acompanham os casos de fibrose cistica, esta trata-se
de uma doenga que acomete mais os brancos do norte da Europa, do que outros
povos, de modo geral a fibrose cistica ocorre quando existe o encontro de duas
mutagdes em genes alelos no gene que transcreve canais de cloreto. Estes canais
permitem o influxo de Cloreto e de agua, sua disfungédo altera de tal modo as

propriedades do muco que facilitam o processo de contaminagao bacteriana.
Este gene apresenta mutagédo em 66% das pessoas do planeta, mas como nao ha
mutagdo concomitante dos 2 alelos, ndo ha fibrose cistica. Entretanto, a mutagéo
heterozigdtica, talvez possa predispor este gene, caso seja excessivamente transcrito,
como ocorre em sinusites bacterianas por exemplo, causar mutagdes na longa via
metabdlica que é ativada contiguamente a abertura dos canais de cloreto.A abertura
deste canais de cloreto, que tem acgao fisioldgica anti tumoral, uma vez que
mutagdes deste gene se vinculem a inflamagao cronica e subsquente formacéo de
tumores, ao permitir o influxo de cloreto nao ha infeccdo tampouco ativagdo de
EPGFR, PTEN/ PI3K/AKT/mTOR que saovias comumente mutadas nos tumores
intracranianos. A supressdao do gene CFTR, ou seja o gene da fibrose
cistica, leva ao desenvolvimento de carcinomas que em 85% dos gliomas,
apresentam alteracdes, delegdo especificamente, do gene EPGFR/PI3K/AKT/mTOR
(The American Cancer Society,2021; KANG et al., 2015).

O mTOR, ou seja “mammalian target of rapamicina”, um agente
imunodepressor que controla importantes processos celulares como a atividade
metabdlica, a proliferagao celular, a sobrevivéncia e a diferenciagao tecidual. O CFTR
€ super expresso em tecidos tumorais e necessita de cofatores como a AMPs para
sua abertura, por sua vez a elevagao da concentragao citosolica de cloreto determina
ativacao de PI3K/AKT, de forma que a inibicdo do canal de cloreto também inibe a

PI3K/AKT/Bcl2 expressao. A concentracao tecidual tumoral da CFRT é proporcional



ao grau do glioma, sendo entdo muito mais expresso nos gliomas de maior grau, como
os GBMs, portanto mais indiferenciados (KRAMER et al., 2020).

N&do basta uma unica mutagdo para a génese de um glioma, as células
iniciadoras de tumores cerebrais necessitam de no minimo 3 eventos, sdo eles:
grande ativagdo de receptores de tirosina kinase, mutagdes na p53 e também de
proteinas controladoras do ciclo celular, como é o caso da proteina Rb (ZHAO et al.,
2020),

A cefaleia causada por um glioblastoma, provavelmente comecgara a ser
percebida logo apds acordar. A dor é persistente e com frequéncia piora com a
tosse, muda-se de posicdo ou ao exercicio, latejamento, embora isso dependa de
onde o tumor esta localizado, bem como vomito (AKHAVAN; CLOUGHESY;
MISCHEL, 2010).

1.5 Gliomas

Gliomas sao relativamente incomuns, menos de 150 mil casos anuais no Brasil,
dentre os portadores de tumores cerebrais, benignos ou malignos, por voltade 1/3
deles sédo diagnosticados como gliomas. Dentre os tumores cerebrais primarios, os
gliomas respondem quase metade dos casos. Gliomas de grau IV recebem a
denominagéao de glioblastoma (GBM) sendo o tipo mais maligno de astrocitoma, 90%
das vezes s&o primarios e ja em estagio IV, enquanto que apenas 10% dos GBM
provém de gliomas menos agressivos, de menor grau. Os sintomas destes agressivos
gliomas grau IV, podem ser comuns a outros tipos de gliomas bem menos agressivos
(ZHENG et al., 2008).

A maioria dos pacientes apresenta algum grau de cefaleia, embora alguns
gliomas possam ser assintomaticos, apresentando sintomas somente ao pressionar
estruturas adjacentes, como o cérebro ou a medula espinhal, dentre os sintomas mais
recorrentes dos gliomas estdo além das dores de cabega; as convulsbes; as
mudancas de personalidade; fraqueza nos bragos, na face ou pernas; dorméncia;
tontura; problemas na fala; nausea e vOmito, mostram como alguns pacientes
apresentam muitos sintomas sistémicos; apesar de uma origem celular definitiva ainda
nao ser clara, no caso dos gliomas os varios estudos populacionais e os esforcos de
sequenciamento em modelos animais geneticamente modificados contribuiram para

um melhor entendimento dos eventos precursores da formagéo dos gliomas.



O conhecimento sobre a epidemiologia dos gliomas, os fatores de risco
genéticos hereditarios, da mesma maneira que os eventos somaticos descritos em
modelos animais, podem ser a chave para a revitalizagdo de nossa compreensao
acerca da interagao entre os tecidos suscetiveis e os fatores desencadeantes, que
determinam a transformagao maligna, essa compreensao mais ampla nos permitiria
projetar op¢des de tratamentos mais eficientes e de controlar o desenvolvimento
neoplasico, ou mesmo de ajudar no desenvolvimento de novas formas de triagem
(ZHENG et al., 2008).

Os gliomas sao diagnosticados através de exames como ressonancia
magnética ou tomografias. Por meios cirurgicos determinamos o tipo e o grau de
diferenciagao e tipo histolégico que norteia o tratamento e o progndstico.

Temozolamida € o antitumoral maisempregado para a condigdo, cirurgia,
terapia com radiagdo, quimioterapia e combinacdes destas diferentes abordagens
fazem parte da terapéutiica (TANRIKULU; OZEK, 2020).

Nao existem fatores desencadeantes ébvios os tumores cerebrais podem
ocorrer em pessoas de todas as idades, embora sejam muito mais comuns entre
adultos do que entre as criangas. As células gliais, que formam os gliomas, sado células
que tanto protegem quanto nutrem, no sentido de que controlam a fluxo sanguineo e
portanto de nutrientes ao tecido nervoso enquanto dao sustentagdo aos proprios
neurénios além das fungdes imunes; os gliomas ocorrem no encéfalo, na medula
espinhal ou mesmo junto a nervos periféricos, sendo classificados pela OMS
conforme o tipo de célula glial afetada, desta forma os tumores do SNC sao
classificados em: 1) Astrocitomas; 2) Ependimomas; 3) Oligodendrogliomas; 4)
Oligoastrocitomas ou 5) Schwannomas (GONDIM et al., 2018).

Como seu diagndstico requer caros exames de imagem, costumeiramente eles
sao mais diagnosticados em regides socioeconomicamente desenvolvidas, entre
brancos idosos, dificultando o diagndstico no terceiro mundo. Isto nao significa que
o subdiagnéstico no terceiro mundo seja responsavel pelas diferengas na incidéncia,
mas sdo peculiaridades do diagndstico de tumores intracranianos (GONDIM et al.,
2018).

O tratamento inicial de imediato inclui cirurgia, radio e quimioterapia além de
poder valer-se de terapias moleculares direcionadas para cada tipo de tumor,
conforme sua assinatura bioquimica ou genética, sendo o melhor tratamento possivel

para os tumores intracerebrais levar em considerag&o, além da topografia tumoral, os



sintomas e potenciais beneficios do procedimento, além dos riscos inerentes das
diferentes formas de abordagem terapéutica (GODOY, 2018).

A craniotomia estereotaxica, ou seja a cirurgia com a retirada do tumor é o
tratamento inicial para gliomas. A craniotomia tem sua precisdo aumentada se
orientada por meio de computadores ou mesmo imagens de ressonancia magnética
para dar maior sensibilidade e poder discriminativo ao bisturi do cirurgido. Caso o
tumor esteja proximo ou seja adjacente de areas eloquentes cerebrais a cirurgia da-
se com uma ressonancia magnética intraoperatoria ou até mesmo com um
mapeamento intraoperatéria cerebral. O mapeamento €&, por vezes, feito com o
paciente inconsciente ou, se acordado, previamente sedado. Durante o ato cirurgico,
naqueles em que o paciente permanece acordado, pede-se para que o operado siga
instrugdes, permitindo a retirada do tumor minimizando os potenciais danos ao tecido
fisiolégico, causando menos sequelas neuroldgicas secundarias ao bisturi do
cirurgido.As mutagdes mais comuns nos gliomas sao: IDH1/2; p53; PI3K, PTEN,

Ciclina D1, Rb, além de mutagdes no gene vinculado a fibrose cistica (GODOY, 2018).

1.6 Fosfatase Alcalina

A fosfatase alcalina (ALP) é conhecida em humanos sob quatro formas: um
restrito ao intestino, a placenta, outro restrito a células germinativas e teratomas, e o
outro amplamente distribuido (figado, osso, rim) chamado de tecido inespecifico. As
fosfatases alcalinas funcionam hidrolisando grupos fosfato de um amplo espectro de
substratos fisioldgicos. As fosfatases alcalinas foram originalmente descritas em
estudos de histoquimica, como um marcador para varios tecidos, especialmente no
que se refere a formagao de tumores osteogénicos em camundongos. Encontrando-
se fosfato de calcio no local de agdo das enzimas em 1973, a ALP foi relatada
como marcadora histoquimica em células de carcinomas embrionarios com alcalinas
diferentes fosfatases localizadas nas populacbes de células-tronco e nas células
embrionarias ectodérmicas. A ALP é usada como um marcador para células-tronco
pluripotentes, células-tronco embrionarias, induzidas células-tronco pluripotentes e
células germinativas embrionarias. (ZHANG et al., 2018, SHARMA; PAL;
PRASAD,2017; RADER, 2017)

O mecanismo de agao da fosfatase alcalina envolve a coordenagéo geométrica

do substrato entre os ions Zn?* nos sitios ativos, enquanto o sitio Mg?* ndo parece



estar proximo o suficiente para participar diretamente do mecanismo de hidrolise,
entretanto, pode contribuir para a forma do potencial eletrostatico em torno do centro
ativo. A ALP tem um Km de 8,4 x 10

As ALP sao proteinas ancoradas ao fosfatidilinositol com ampla especificidade
de substratos, amplamente distribuidas incluindo procariotos e eucariotos superiores.
Muito embora as fosfatases alcalinas estejam amplamente distribuidas pelos 6rgaos
e tecidos e exibam diferentes propriedades fisico-quimicas (FONTA et al., 2004,
HOWARD et al., 1987).

As ALP estdao em concentrag¢des decrescentes na placenta, mucosa do ileo,
rim, osso e figado. Mais de 80% das fosfatases alcalinas no sorosao do figado ou
dos 0ssos e, apenas pequenas quantidades, sao liberadas do intestino. Embora as
fosfatases alcalinas sejam encontradas em muitos tecidosbiolégicos, sua fungéo
precisa ainda € motivo de debate.

Mudangas nos niveis de ALP podem ser usadas para detectar determinadas
células malignas especificamente as altamente refratarias. Ao rastrear diferentes

cénceres sanguineos, a atividade da ALP nem sempre se restringe as células
inflamatdrias como as leucémicas CD347, podendo ser expressadas também em

leucémicos CD34 negativas. As células CD34*/ALP sustentam a leucemogénese,
desta forma a ALP torna-se um potencial valiosissimo alvo molecular para o
desenvolvimento de anti neoplasicos (RICO et al., 2016; CIGNETTI et al., 1999).

Devido a localizagao da enzima e a estrutura da proteina enzimatica, a enzima
que esta em solugao € cercada por uma concentragao menor de proteinas do que em
outra porcéo celular. A funcionalidade da ALP pode ser testada por meio do teste de
p-nitrofenil fosfato. Embora algumas células possam viver bem sem a agdo das
fosfatases alcalinas, mutagbes nas ALP tecido inespecificas produzem uma
doenga genética chamada de hipofosfatasia, doenga na qual um recém-nascido
apresentando sinais de osteomalacea, se ndo tratado com a reposicdo enzimatica,
falece de insuficiéncia cardiopulmonar e/ou epilepsias intrataveis, associadas a
incrementos sistémicos nos niveis de vitmeros da B6 e de fosfoetanolamina.
Algumas complexidades da regulagdo e do metabolismo bacteriano sugerem outras
finalidades mais sutis uma vez que a Escherichia coli mutante, sem fosfatase alcalina,
sobrevive muito bem, assim como os mutantes incapazes de interromper a produgao
de fosfatase alcalina (RICO et al., 2016; CIGNETTI et al., 1999).



Na Escherichia coli o pH 6timo para a atividade da enzima ¢é alcalino, por volta
de 8,0, enquanto o pH 6timo bovino € de 8,5. A fosfatase alcalina é responsavel por
6% de todas as proteinas ativas das células. As fosfatases alcalinas encontradas no
intestino, placenta e tecido germinativo sdo especificas. Isso significa que eles s&o
encontrados apenas nos tecidos onde sao expressos em condigdes fisiologicas.
Apenas em situagdes especificas eles também podem contribuir para o pool circulante
de fosfatase alcalina sérica, quando ha maior criacdo da enzima. Asfosfatases
alcalinas tecidos nao especificas constituem a maior parte da fragcdo que circula no
soro e, portanto sao de grande interesse na clinica médica (KEWAN et al., 2017).

Um unico gene codifica todas as fosfatases alcalinas que sdo expressas no
figado, ossos e rins. Excecao € a fosfatase alcalina intestinal que € codificada por um
gene diferente dos genes que codificam a fosfatase alcalina da placenta e a isoenzima
Regan, um marcador produzido em grandes quantidades no linfoma de Hodgkin
(KEWAN et al., 2017).

Todas as fosfatases alcalinas tecido inespecificas tém as mesmas sequéncias
de aminoacidos, contudo diferentes cadeias laterais de carboidratos e lipidios. Estas
modificagdes pods-transcricdo proteica conferem as propriedades fisico-quimicas
unicas que caracteriza o ambiente funcional das ALP, na Escherichia coli existem
porinas nas membranas externas que permitem penetracdo de compostos
fosforilados, enquanto a membrana interna ndo contém estas porinas. Os compostos
fosfatados ndo conseguem atravessar a membrana interna e atingir o citosol uma
vez que ha uma forte carga anidnica dos grupos fosfato junto com o restante do
composto, que impede que os compostos fosfatados atravessem a regiao apolar da
bicamada lipidica que compde a membrana celular (JIN et al., 2019).

A clivagem do grupo fosfato do composto via ALP permite que os substratos
dentro do espacgo intermembranar das porinas atravessem a bicamada lipidica e
atinjam o citosol. Estas enzimas produzem também fosfato inorganico que é
direcionado pelo sistema transportador de fosfato, também chamado de sistema Pst.
O sistema Pst transporta o fosfato para o citosol (COX et al., 1981).

Desta forma o objetivo principal da desfosforilacido pela fosfatase alcalina
seria 0 de aumentar a taxa de difusdao de moléculas para as células e inibi-las de se
difundirem livremente (SASLOWSKY et al., 2002, WORMAN et al., 1986).

A fosfatase alcalina € semelhante a qualquer outra proteina sérica, exibe meia-

vida de 7 dias sendo depurada do soro, sua elevagcdo € independente da



permeabilidade do ducto biliar ou do metabolismo hepatico. Nado se sabe onde a
fosfatase alcalina é degradada. Mesmo apds a resolugcéo de uma obstrugao biliar os
niveis de fosfatase alcalina sérica podem permanecer elevados por 1 semana. A
causa ambulatorial mais comum de elevacado das fosfatases sdo as inflamacgdes
hepaticas. Elevagdes da atividade osteoblastica, tal qual € observado em disturbios
0sseos ou durante periodos de crescimento fisiolégico, sdo a segunda causa mais
comum deelevagdo. Durante a gestacao, o influxo de fosfatase alcalina placentaria
que ocorre no final do terceiro trimestre contribui para a elevagao da ALP em mulheres
gestantes, outras causas de elevagao das ALP nas doengas hepatobiliares tem sido
motivo de debate, a investigacdo demonstrou de forma convincente de que a elevacao
das ALP se deve ao aumento da sintese enzimatica e ndo a reducdo da
excrecao hepatobiliar da enzima (SEETHARAM et al., 1986).

O aumento da atividade das enzimas hepaticas € comprovadamente paralela
ao aumento da atividade da ALP sérico; isso ocorre principalmente devido ao aumento
da traducdo do mRNA da fosfatase alcalina, mediada pela concentragcao crescente de
acido biliar, e aumento da secrecao de fosfatase alcalina no soro via vazamento
canalicular para o sinuséide hepatico. O mecanismo que precipita sua liberagdo na
circulacdo nao foi elucidado. Estudos relatam que vesiculas contendo fosfatase
alcalina e muitas dessas enzimas ligadas as membranas sinusoidais sdo encontradas
no soro de pacientes com colestase. Como a fosfatase alcalina érecentemente
sintetizada em resposta a obstrucao biliar, seu nivel sérico pode ser normal na fase
inicial da obstrucado biliar aguda, mesmo quando as aminotransferases séricas ja
estdo em seu pico (LIMDI; HYDE, 2003).

Quando a ALP ¢é o unico teste bioquimico hepatico elevado, exemplificando,
quando TGO/TGP estdo dentro dos limites de normalidade e a fosfatase alcalina
esta desproporcionalmente elevada em comparagdo com os demais testes
bioquimicos hepaticos, a avaliagédo clinica deve se concentrar na identificagédo da
causa e a origem para a elevacao da ALP (SIDDIQUE; KOWDLEY, 2012).

Em individuos assintomaticos, com elevagao isolada da fosfatase alcalina
sérica, € essencial se identificar a origem da anormalidade. As fosfatases alcalinas
derivadas do figado, osso, placenta e intestinos tém diferentes propriedades fisico-
quimicas. A grande importancia da medigdo da ALP esta vinculada ao diagnéstico de
doenca hepatica colestatica. Elevacdes ocorrem na obstrugao biliar devido ao cancer

colangiocarcinoma, adenocarcinoma da cabega do pancreas ou adenocarcinoma



ampolar, coledocolitiase, estenose biliar, colangite esclerosante ou causas de
colestase intra-hepatica, como colangite biliar primaria, lesdo hepatica induzida por
drogas, rejeicdo crénica do figado em aloenxertos, doenga hepatica infiltrativas:
sarcoidose, amiloidose, tuberculose e metastase hepatica, hepatite alcodlica grave
causando esteatonecrose. Pacientes com AIDS também podem ter niveis
particularmente altos, devido a colangiopatia de infec¢gdes oportunistas, como
citomegalovirus, criptosporidiose ou envolvimento granulomatoso do figado por
tuberculose (CHEN; LARUSSO, 1999).

A elevacdo moderada ou seja de até quatro vezes o limite superior de
normalidade da ALP sérica é inespecifico, pois pode ocorrer em uma variedade de
condigdes que afetam o figado, incluindo cirrose, hepatite cronica, hepatite viral,
insuficiéncia cardiaca congestiva e colangiopatia isquémica causadas por infecgdes
intestinais ou disbioses. Disturbios que nao envolvem principalmente o figado, como
infeccbes intra-abdominais, colestase de sepse, linfoma de Hodgkin, metaplasia
mieloide e osteomielite, também podem causar elevagdo moderada da ALP
(PAAKKONEN et al., 2013).

Tumores primarios ou metastaticos aumentam os niveis de fosfatase alcalina
sérica pela obstrugcao local do ducto biliar incrementando o vazamento desta
isoenzima hepatica. O cancer extra-hepatico primario ndo precisa necessariamente
envolver o figado ou o 0sso; raramente tumores produzem sua propria fosfatase
alcalina como no caso do linfoma de Hodgkin que secreta a isoenzima Regan ou que
exerce um efeito paraneoplasico causando vazamento da isoenzima hepatica para a
circulagdo, como ocorre na sindrome de Stauffer devido ao carcinoma de células
renais (SHARMA et al., 2019).

Niveis anormalmente baixos podem ser uteis clinicamente, pois s&o
observados na doenca de Wilson, especialmente quando se apresentam em uma
forma fulminante com hemodlise. O zinco é um cofator da fosfatase alcalina, que é
substituido pelo cobre na doenga de Wilson - um disturbio do excesso de cobre -
levando aos baixos niveis de ALP encontrados. Outras causas de niveis baixos de
fosfatase alcalina sédo deficiéncia de zinco, anemia perniciosa, hipotireoidismo e
hipofosfatasia congénita, a atividade da fosfatase alcalina é alterada em alguns
estados de doenca. Infeccbes bacterianas aumentam a atividade da ALP de
neutréfilos, assim como na policitemia vera,na leucemia mieldide cronica e na

hemoglobinuria paroxistica noturna. A fosfatase alcalina também foi mostrada como



um marcador citoquimico para linfécitos e alguns tipos de linfoma e de leucemia
linféide, e mais recentemente, tem sido usado para a confirmagdo de leucemia
mieloide aguda em caes (STOKOL et al., 2015).

As neoplasias hematicas sido caracterizados por diferentes sintomas,tipos,
estagios e tratamentos. A leucemia linfoblastica aguda (LLA) € uma expangao
agressiva de um clone maligno no sistema hematopoiético que, se nao for tratada,
pode ser fatal em poucos meses. LLA é o cancer hematogénico mais comum da
infancia e a principal causa de morte por polimitéticos antes dos 20 anos de idade.
Contagens elevadas de leucécitos ao diagnéstico sao preditivos de mau progndstico,
entretanto ha também relevancia progndstica para outros exames (OKUN; TANAKA,
1978).

Nos pacientes que apresentam apenas uma elevacgao leve da fosfatase alcalina
sérica, inferior a 50%, eles podem ser observados clinicamente com monitoramento
periodico de testes bioquimicos séricos do figado. Sempre que os niveis de fosfatase
alcalina estdo anormalmente elevados, uma avaliacao adicional deve ser realizada
para determinar se a elevacdo da ALP é hepatica ou ndo hepatica. Uma fonte
hepatica para um nivel elevado de fosfatase alcalina é sugerida se existe elevacao
também da GGT. Se GGT for negativo e ALP positivo, a avaliagdo do disturbio
subjacente nao diagnosticado € o préximo passo. Uma ALP 6ssea elevada pode
vir de uma metastase 6ssea, doenga de Paget, sarcoma osteogénico, cicatrizagao de
fraturas, hiperparatireoidismo, hipertireoidismo e osteomalacia(DEFTOS; WOLFERT;
HILL, 1991).

A fragdo intestinal elevada ocorre apés uma refeicdo gordurosa e em

individuos geneticamente predispostos. Na suspeita de que o figado seja a
origem da elevagdo da ALP, imagens da arvore biliar serdo necessarias para
diferenciar entre colestase extra-hepatica ou intra-hepatica, além de revisar a lista de
medicamentos.

Ultrassonografias sdo excelentes exames para analise do parénquima
hepatico. Se o ducto biliar esta dilatado, a colangiopancreatografia endoscdpica
retrograda (CPRE) ou a colangiopancreatografia por ressonancia magnética (CPRM)
poderia ser realizada.

Entretanto caso o ducto biliar nao esteja dilatado, aplica-se o teste de anticorpo
anti-mitocondrial (AMA) para avaliar se ha colangite biliar primaria (PBC). Se a AMA

sérica for normal, a avaliagdo das causas de colestase intra-hepatica,PBC AMA-



negativo, sarcoidose e varias outras doengas descritas anteriormente sao
necessarios. A bidpsia hepatica costuma ser o ultimo exame empregado (YOUNOSSI
et al., 2019).

Uma marcada indugéo sinérgica de atividade ALP é observada quando células
tumorais sao incubadas com ambos os agentes simultaneamente. Duas isozimas
ALP, tecido inespespecifica (TNAP) eintestinal (IAP) cristal sdo super expressas em
células MCF-7 (TSAl et al., 2000).

A atividade TNAP é induzida pelo acido retindico enquanto a atividade IAP é

induzida pela dexametasona. A dexametasona nao tem efeito significativo
sobre a atividade de TNAP e o acido retindico inibe a atividade de IAP em menos de
50%. A coestimulacdo da dexametasona com o acido retinoico superestimula apenas
as TNAP (TSAl et al., 2000).

Os niveis de mRNA da TNAP sugerem que a superinducao é regulada também
nos niveis de transcricdo ou pés-transcricao. Na presenga do antagonista do receptor
de glicocorticoide - RU486 - a indugdo da atividade de IAP causada pela dexa foi
totalmente bloqueada. No entanto, a capacidade do RU486 de antagonizar a agao do
glicocorticoide € perdida apds a superindugao da atividade de TNAP mediada por
dexametasona (ZHOU et al., 1994).

Na presenca de acido retindico o inibidor do receptor de corticoide, RU486,
comporta-se como um corticoide e confere superindugao da expressao do gene TNAP
da mesma forma que dexametasona também o faz (ZHOU et al., 1994).

Essas observacdes, tomadas em conjunto, sugerem que a indugao funcional
da IAP e da TNAP pela dexametasona € mediada por vias regulatorias distintas e
que o acido retindico tem um papel essencial na superindugéo da expressao do gene
TNAP. A funcionalidade dos sais de calcio sido verificaAveis na estabilidade
ultraestrutural permitida pela cartilagem articular, que consiste em cartilagem hialina
€ uma zona subjacentede cartilagem calcificada. A zona calcificada € uma interface
entre a cartilagem em um processo de mineralizagao e o 0sso subcondral subjacente
esta envolvida na distribuicdo das forgas de suporte de carga. Os condrdcitos formam
o tecido cartilaginoso e in vitro sintetizam agrecan, colagenos tipos II, | e X,
desfosforilagdo e ALP. Numerosas moléculas sido implicadas no processo de
mineralizagdo de outros tecidos, como no 0sso e na placa epifiseal. Regula-se a
mineralizagdo aumentando-se os niveis locais de calcio ou fosfato, por atuacédo de

fosfatases, modulando proteinas da matriz através da desfosforilag&o local (ORIMO,



2010) podendo desempenhar um papel importante na mineralizagcdo (RATTNER et
al., 2000). As proteoglicanos também foram implicados, quantidades diminuidas de
proteoglicanos podem inibir a mineralizagdo (EANES et al., 1992) enquanto Boskey
et al. (1997) mostraram que a mineralizagdo poderia ocorrer na auséncia de
proteoglicanos e que os proteoglicanos podem inibir a mineralizagdo (BOSKEY;
DICK, 1991). Mudancgas na expressao do colageno tipoX e Il sdo detectadas na
cartilagem epifisaria mineralizante, (JUBECK et al., 2009).

A calcificacdo vascular € causada pela deposicdo de hidroxiapatita nas
camadas intima e medial da parede vascular, condigdes presentes na fisiopatologia
de eventos cardiovasculares graves em pacientes com hipertensao, doencga renal
cronica e diabetes mellitus. A calcificagao vascular se associa a produgao de vesiculas
ou exossomos a partir da matriz, diferenciagdo osteogénica, redug¢ao da viabilidade
celular e senescéncia (ZHANG et al., 2018).

Acidos graxos fosfolipides nas microvesiculas facilitam a nucleacdo destes
nanocristais intravesiculares, conforme o mineral intravesicular cresce além dos
limites da micro vesicula, rompendo-a, em uma matriz colagena auxiliada por uma
série de promotores, ou dificultada, por inibidores da calcificagao.

O substrato nao especifico p-nitrofenil fosfato ao ser desfosforilado pelas
ALP produzem o colorido p-nitrofenol (PNP) e fosfato inorganico. A cor amarela do
PNP e seu Amax em 410 permitem que a espectrofotometria mostre informacdes
importantes sobre a atividade enzimatica e a ALP em GBM, considerada um marcador
de indiferenciagdo, resisténcia, recidiva tumoral, portanto de mal progndstico
(IWADATEet al., 2017).



2 OBJETIVO

Determinar os efeitos da temozolamida e da PO4-Etn em astrocitos e na
linhagem U138 na sobrevida, no ciclo celular, no potencial de membrana mitocondrial
e em marcadores tumorais

21 Objetivos Especificos

Verificar se existe relacdo entre a fungao catalitica da alcalina fosfatase com a
citotoxicidade da PO4-Etn na linhagem de multiresistente de GBM SF295.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Cultura Celular

O cultivo de células neurais € uma ferramenta metodolégica amplamente
utilizada no estudo de propriedades celulares e teciduais por inumeros grupos de
pesquisa ao redor do mundo. A partir de uma suspensao de células contadas por meio
da camara de Neubauer, semea-se 300- 500 mil células/cm?, em placas com pogos
de 15mm de diametro, contendo poli-L-lisina. DMEM/F12 é um meio de cultivo
adequado, SFB a 10%,(Gibco, Invitrogen), empregou-se nas primeiras duas semanas
e 20% na semana seguinte. As células foram cultivadas em incubadora umidificada a
37°C numa atmosfera contendo 5% CO2 e 95% de ar. As células apresentaram

morfologia poligonal caracteristicamente astrocitaria visualizada ao microscopio.

3.1.1 Cultivo de células tumorais de Glioblastoma Humano SF-295 e U-
138

As células da linhagem de glioblastoma humano, SF-295 e U-138, foram
mantidas como monocamadas de cultura em meio RPMI 1640 (Gibco, Invitrogen),
para a linhagem SF-295 e DMEM para alinhagem U-138, ambos suplementados com
10% de soro bovino fetal, 100 ug/ml de estreptomicina e 100 unidades/ml de
penicilina, a 37°C em incubadora com 5% de CO2. O meio de cultura foi trocado a
cada 2-3 dias e quando atingida a confluéncia de 80%, as células foram removidas
dos frascos de cultura por meio da adicdo de solucéo de tripsina 0.05% e foram entéo

repicadas.

3.2 Microscopia Eletrénica de Varredura

Aliquotas de células tumorais de glioblastoma (5 x 10* células) foram
plagueadas em laminas de vidro estéril. Apds a adeséao, as células foram expostas a
uma formulacdo de 2-AEH2F Sintético, fixadas adicionando 3% de glutaraldeido,
incubadas durante 1 hora a 4 ° C e pos-fixadas em Tetroxido de Osmio a 1% (OsO4 -
Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, EUA) durante 1 hora a temperatura ambiente. Apés
a fixagéo, as células foram lavadas varias vezes com cacodilato de sodio 0,005 M, pH



7,2, e passaram gradualmente através de solugcbes de acetona de concentragcdes
crescentes variando de 30% a 100% durante 10 minutos. As amostras foram
completamente secas em um aparelho de secagem de ponto critico (EMS 850 WM -
Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, 19449- EUA), usando COz2 liquido como
meio de permuta. Os espécimes desidratados foram montados sobre telas de
aluminio, revestidos com carbono / ouro e revestidos de ouro, utilizando um Balteers
SCD 030 Sputter Coater (Balzers Union Ltda.) e visualizados em FEI Quanta 250 (FEI
Company).

3.3 AGENTES EMPREGADOS
3.3.1 2 - AEH2F Sigma Aldrich®

A amostra adquirida de 2-Aminoetil Dihidrogeno Fosfato (2-AEH2F-Sigma), de
PM de 141.063 g/mol foi empregada para determinagdo do valor da concentragao
inibitoria (IC50%) apos 24 e 72h como também, a avaliagdo das fases do ciclo celular.
O composto (2-AEH2F) Sigma foi dissolvido em diferentes concentragées molares e

teve seu pH corrigido para 7,2 por meio de uma solugao de Na(OH) 0,01 M.
3.3.2 2 - AEHF Sintético

O composto 2-Aminoetil Dihidrogeno Fosfato Sintético (2-AEHzF - Sintético) é
uma composi¢cao de sais obtidos por esterificagdo contendo aproximadamente as
seguintes proporgdes 2-Aminoetil Dihidrogeno Fosfato: 32,2% de 2 - AEH2F; 18,2%
de Etn; 34,9% de fosfatos e 3,6% de pirofosfatos, Mg2*, Zn2*, Ca?*, Mn2*, Na™ e
Ba2*, 2,3% de fosfo bi etanolamina e 3,9% de H20. O composto 2-Aminoetil

Dihidrogeno Fosfato Sintético, foi diluido a uma concentragédo de 200 mM, com base

no peso molecular em pH 7.2.



3.3.3 Monoetanolamina - (MEA)

MEA, € um amino alcool com grau, uma base fraca, utilizado como tampao,
sob forma de p6 branco, exibindo pka de 9,5. MEA apresenta PM de 61,08 g / mol,

foi diluida em agua destilada na concentragao final de 100 mM.
3.4 Determinagao da atividade da Fosfatase Alcalina (ALP)

A atividade enzimatica da ALP em células tumorais da linhagem de GBM
SF-295 foi determinada colorimetricamente usando o reativo dinitrofenil fosfato. Este
experimento mede a velocidade de hidrolise do substrato p-nitro fenilfosfato (pNPP)
por meio da velocidade de producdo do corante amarelo, p-nitro fenol, no
sobrenadante das culturas celulares a 37 °C. As células tumorais foram lavadas com
solugao fisioldgica 0,9% estéril e coletadas em solugéo tampao (20 mm Tris/Cl, 150
mM NacCl, 1 mM MgCl2). As células tumorais foram solubilizadas pela adic&o de Triton
X-100 1% por 20 min, centrifugados por 12 minutos. Os sobrenadantes foram testados
quanto a atividade de ALP e a leitura realizada no espectrofotdbmetro no comprimento
de onda de 405nm. Foram avaliadas as atividades da ALP das seguintes preparacdes

da Sigma Aldrich e do composto Sintético: 2 - AEH2F; 2 - AEH2F mais pirofosfato e 2
- AEH2F mais cofatores Mg2+ 600uM; Zn2* 400 MM; em pH de 6.0. Os parametros

cinéticos da ALP foram determinados sobre os seguintes critérios: constante inibitdria
(Ki), velocidade maxima de reacdo (V max), constante de Michaelis (Km). Os
resultados foram apresentados em medida de unidade internacional (IU), ou seja, a
concentracdo de coenzima que oferece a velocidade de geragcdo de 1 uM / min de

produto.
3.5 Determinacao da atividade citotéxica pelo método MTT

O ensaio colorimétrico 1-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-3,5-diphenylformazan
(MTT) é um teste de viabilidade celular que nos permite calcular o valor da
concentragao inibitéria (IC50%). Os valores de densidade 6ptica sdo normalizados e
analisados no eixo y, e os valores de concentracdo do farmaco testado, apos

transformacao logaritmica, no eixo X. O grafico exibe uma curva logaritmica. A



densidade oOptica corresponde a equacao: densidade oOptica = log (lo /1), onde lo é a
intensidade da luz incidente e | € a intensidade da luz transmitida através do meio
celular. O valor do eixo x, em relagado aos 50% padronizados de y, é descrito como
concentracgéo inibitoria (IC50%). Ou seja, a concentragao que inibe 50% da viabilidade
celular. Realizou-se os ensaios de MTT com os seguintes compostos sais de 2 -
AEH2F Sigma e Sintético, 2 - AEH2F mais pirofosfato e o 2 - AEH2F pH de 6 na
presenca UM de Mg?* [600 uM] e Zn?* [400 uM] e determinagéo dos valores de IC50%,
pH fisioldgico apos 24 e 72h de tratamento.

ApOs a tripsinizagcédo das células tumorais e inativagao da tripsina, com soro
fetal bovino, foram plaqueadas em 96 pogos, mantendo densidade de 2 x 10*
células/ml,

permanecendo incubadas por 1 dia a 37°C em incubadora umidificada com 5%

de CO2. Apds a densidade celular atingir 80-90% de confluéncia as células foram

tratadas e incubadas com 5 mg/mL do MTT por 3h,e os cristais de formazan
solubilizados pela adicdo de dimetilsulféxido (Sigma- Aldrich Co®). A absorgéo
medida a 570 nm em um leitor de microplacas, determinando os valores de densidade
optica (Thermo Plate; Ray to Life e Analytical Sciences Co., Ltda, Shenzhen,
Republica Popular da China).

As células tumorais foram pré-cultivadas por 48 horas na presenca de
dexametasona [10-%] M e acido retindico [10-°] M e novamente realizado o ensaio de

MTT na presenca ou auséncia de 140 uM de pirofosfato de sédio.

3.6 Analise das fases do ciclo celular por Citometria de Fluxo

O iodeto de propidio € um marcador nucleico estequiométrico, ou seja, liga-se
em proporgao a quantidade de DNA presente na célula. Portanto, as células que estéao
na fase S terdo mais DNA do que as células na fase G1. As células irdo absorver
proporcionalmente mais marcador e apresentarao fluorescéncia mais intensa até que
tenham dobrado seu conteudo de DNA. As células na fase G2 serao
aproximadamente duas vezes mais fluorescentes que as células na fase G1. As
analises das fases do ciclo celular foram realizadas apés 12h de exposicéo, os dados
foram obtidos por citdbmetro de fluxo.

Apo6s 12h de tratamento, as células tumorais foram lavadas com solugao fosfato

salina tamponado, ressuspensas em 1 ml de tampao GM gelado contendo glicose 6,1



mM, NaCl 137 mM, KCI 4,4 mM, NaH2PO4 1,5 mM, KH2 PO4 0,9 mM, 0,5 etileno di-
amina acido tetraacético mM, e fixados pela adicao de 3 mL de etanol gelado a 70%.

Antes do tratamento, as células foram incubadas com uma solugao de 1,8 pg/mi
de iodeto de propidio no escuro e por 30 minutos. A analise realizada pelo citbmetro
de fluxo foi realizada por citémetro de fluxo BD Biosciences, FACS Calibur (Becton
Dickinson, San Jose, CA, EUA). Cerca de 10.000 eventos foram coletados. O
contingente de DNA por fase do ciclo celular (Sub-hapléide ou DNA fragmentado,
G0/G1, S e G2/M) foi medido pelo software Mod Fit LT 3.2 (Becton Dickinson).

3.7 Microscopia Eletronica de Varredura

Aliquotas das células tumorais de glioblastoma (5104 células) foram
plaqueadas em laminas de vidro estéril. Apds a adesao, as células foram expostas a
uma formulagcao de 2-AEH2F Sintético, fixadas adicionando-se 3% de glutaraldeido,
incubadas durante 1 hora a 4°C e pds-fixadas em Tetroxido de Osmio a 1% (OsO4 -
Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, EUA), durante 1 hora a temperatura ambiente. Apds
a fixacao, as células foram lavadas varias vezes com cacodilato de sddio 0,005 M, pH
7,2, e passaram gradualmente através de solugdes de acetona de concentragcbes
crescentes variando de 30% a 100% durante 10 minutos. As amostras foram
completamente secas em aparelho de secagem de ponto critico (EMS 850 WM -
Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, 19449- EUA), usando CO2 liquido como
meio de permuta. Os espécimes desidratados foram montados sobre telas de
aluminio, revestidos com carbono / ouro e revestidos de ouro, utilizando um Balteers
SCD 030 Sputter Coater (Balzers Union Ltda.) e visualizados em microscopio
eletrénico FEI Quanta 250 (FEI Company).

3.8 Ensaio de proliferagao celular utilizando o CFSE-DA

Para caracterizar a atividade proliferativa da célula de astrécitos normal de
ratos, tratadas com o composto 2-AEH2F nas concentragdes 6 ,12 e 24 mM e 57 nao
tratadas, foi realizado um ensaio de proliferagdo com o marcador carboxifluoresceina
(CFSE - Carboxy-fluorescein diacetate succinimidyl ester) no periodo de 24 horas. O
CFSE-DA (Molecular Probes, C34554, EUA), foi diluido 200 vezes em dimetilsulfoxido

e adicionado ao meio com as células dos grupos tratados e controles para a



marcacgao. O tempo de marcacgao foi de 15 minutos a 37°C. Apds a marcagao foram
adicionados cinco vezes o volume de meio RPMI 10% SFB e incubados por 5 min em
gelo e no escuro. As células foram lavadas trés vezes com 20 ml de RPMI 10% de
SFB e ressuspensas em 1 ml de RPMI 10% de SFB para contagem em camara de
neubauer. Uma aliquota de células foi separada para verificar a intensidade de
marcacgao das células com CFSE-DA no dia da marcacao (dia zero) em citbmetro de
fluxo e analisado pelo programa Flowjo. O programa forneceu os indices utilizados
para avaliacdo da proliferagcdo espontanea das células marcadas com CFSE, sendo
porcentagem de células divididas e indice de divisdo de celular. A porcentagem de
células divididas é a porcentagem de células da amostra original que dividiram,
assumindo que nenhuma célula morreu durante a cultura. O indice de divisdo é a
meédia do numero de divisdes celulares que as células sofreram, ignorando as células

que permancem na geragao zero, ou seja, nao dividiram.

3.9 Analise da expressao de marcadores por citometria de fluxo

ApoOs o tratamento por 24 horas com o composto 2-AEH2F Sintético e
temozolomida, nas células tumorais de glioblastoma humano U-138 e normais de
astrécitos de ratos, em diferentes concentragdes, as células foram fixadas em tampao
FAC’s Flow com paraformaldeido 4% por 1 hora e as membranas foram
permeabilizadas com Triton X-100 0,1%, por 30 minutos, a 4°C. As suspensodes
celulares foram lavadas e ressuspendidas em 200 pL de tampao FAC’s Flow BD. Em
seguida, adicionou-se 1 ug do anticorpo primario especifico para as proteinas e
receptores descriminados abaixo (Tabela 1). Apds 2 horas de incubacgéo, as células
foram centrifugadas a 1500 rpm por 10 minutos e adicionou-se o anticorpo secundario
marcado, seguido da incubagao com o anticorpo anti-lgG humano (Alexa-Fluor® 488
— Life Technologies Cdd. Z25402) com albumina do soro bovino (BSA) 0,2%, por 24
horas, a 4°C protegidos da luz. Apds a ligagao especifica dos anticorpos, as células
foram lavadas e ressuspendidas em 200 uL de tampao FAC’s Flow. A aquisicdo dos
eventos celulares foi realizada no citbmetro de fluxo FACSCalibur da BD® (Becton
Dickinson Immunocytometry, San Jose, CA, EUA), no canal de fluorescéncia FL2-H
(Alexa Fluor 488).



Tabela 1: Anticorpos primarios utilizados na marcagcdao de células

tumorais de glioblastoma humano U-138 e astrécitos de rato normais

Anticorpo Primario Fabricante
Anti - caspase-3 Abcam Cod. ab13847
Anti - p53 Abcam Cod. ab1101
Anti - ciclin D1 Abcam Cdéd. ab134175
Anti - CXCR4 Abcam C6d. ab181020
Anti - CD-44 Abcam Céd. ab6124
Anti - CD-90 Abcam Cod. ab92574

3.10 Avaliagao do potencial elétrico da membrana mitocondrial (AmW)

por citometria de fluxo

Para a avaliagdo do potencial elétrico mitocondrial as células tumorais de
glioblastomatragad humano U-138 e astrocitos normais de ratos foram plaqueadas em
placas de 6 pogos na conceno de 106 células por pogo. No dia seguinte, as células
foram tratadas com 2-AEH2F Sintético (6- 24 mM), Temozolomida (1,25 — 5,0 mM)
por 24 horas. Apos o periodo de tratamento as células foram recolhidas, centrifugadas
a 1500 rpm por 5 minutos, ressuspensas em 200 yL de tampao FAC’s Flow e
incubadas por 30 minutos a 37°C com 15 ug/mL de rodamina-123 (Sigma Aldrich Céd.
R8004). Apds o periodo de incubacao as células foram centrifugadas a 1500 rpm por
10 minutos. As células foram ressuspensas em 200 puL de tampao FAC’sFlow. A
analise foi realizada no citémetro de fluxo FACScalibur da BD® (Becton Dickinson

Immunocytometry, San Jose, CA, EUA).

3.1 Analises estatisticas

Os dados numéricos foram obtidos e determinada média + dp. Os valores da
(IC50%), concentragdes dos farmacos, valores de densidade éptica e porcentagens
das células nas fases do ciclo celular e debris foram analisados por meio de estatistica
descritiva. Histogramas e tabelas foram empregadas para visualizar o impacto de

distribuicdo do ciclo celular em funcdo do composto analisado. As comparacgdes



diretas foram realizadas pela analise de variancia unilateral (ANOVA) e do teste Tukey
Kramer, com ou sem correspondéncia de dados, com variancias iguais ou diferentes,
por caracteristica e adequagdo aos dados. Analises de regressao linear com
determinacdo do R2 e as comparacdes estatisticas foram obtidas pelos Softwares
Excel 2007 e Graph Pad Prism versdo 5.0 (CEO e fundador, La Jolla, CA, EUA) e
MoD Fit versao 3.2 (Verity Software House, Topsham, ME, Estados Unidos). Valores

de p <0,05 foram considerados estatisticamente relevantes.



4 RESULTADOS

4.1. Determinagao da atividade citotéxica pelo método colorimétrico
MTT

O tratamento das células tumorais de glioblastoma humano SF-295 foi
realizado apés 24 horas de adesao e confluéncia superior a 80%, em placa de 96
orificios. As células tumorais foram incubadas com os compostos 2-AEH2F sintético
e da Sigma nas concentragcdes de 5 a 100 mM por 24 horas. Apds o tratamento foram
observados aspectos morfolégicos e a toxicidade com a presenca de lise e a formagao
de debris celulares, a partir da concentragdo de 20 mM. O valor calculado pela
equacédo da reta IC50% para o composto 2-AEH2F sintético foi de 44,7 mM, com o
coeficiente de correlagdo de R2 = 0,955 (Figura 1-A). As demais concentragdes de
tratamento mostraram efeitos citotdxicos significativos, com aumento percentual da
mortalidade celular, perda da aderéncia celular, fragmentacdo da membrana
citoplasmatica e perda da progresséo e projegéao dos prolongamentos citoplasmaticos
(Figura 2), que foram comprovadas por microscopia eletrénica de varredura (Figura
3).

Apos o tratamento com o composto 2-AEH2F Sigma foram observados
aspectos morfolégicos de acentuados de toxicidade com a presencga de lise e a
formacéo de debris celulares, perda da adesao celular e diminuicdo da densidade
celular a partir da concentragao de 30 mM. O valor calculado pela equagao da reta
IC50% para o composto 2-AEH2F Sigma foi de 69,89 mM, com o coeficiente de
correlacdo de R2 = 0,912 (Figura 1 -B).

Nas mesmas condigdes de cultura celular foram avaliados os efeitos citotoxicos
dos compostos pirofosfato de sédio, como indicador de inibicdo da fosfatase alcalina
e da adicao sinérgica dos cofatores Mg e Zn. Os dados obtidos mostraram efeitos
citotéxicos do pirofostato de sddio, com valor de IC50% de 10,31mM e dos cofatores
de 32,2mM.
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Figura 1 - Avaliagao da atividade citotéxica em células de glioblastoma humano GBM SF- 295

pelo método colorimétrico MTT para obtengido dos valores da concentragéo inibitéria (1IC50%)
apos tratamento com o composto 2-AEHF sintético.

(A) Dados opticos da Média + DP da viabilidade das células SF-295 apés 24 horas. (B) Resultados
normalizados dos dados 6pticos da Média + DP da viabilidade das células SF-295 apds 24 horas, valor
da concentragao inibitéria (ICso% = 44,7 mM). (C) Grafico da curva de concentragdo com os dados
normalizados pelo logaritmo da concentragdo do composto 2-AEH:2F sintético apdés 24 horas. Os
valores da viabilidade celular foram normalizados e expressos em escala logaritmica. As diferengas
estatisticas foram obtidas entre os valores dos grupos controle e tratado pelo teste ndo paramétrico de
One-Way ANOVA, seguido do teste de comparagdes de Tukey Kramer (***p<0.001).
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Figura 3 - Avaliagao da atividade citotoxica em células de glioblastoma humano GBM SF- 295
pelo método colorimétrico MTT para obtengdo dos valores da concentracgao inibitoria (IC50%)
apos tratamento com Monoetanolamina.

(A) Dados 6pticos da Média + DP da viabilidade das células SF-295 apds 24 horas. (B) Resultados
normalizados dos dados opticos da Média £ DP da viabilidade das células SF-295 apés 24 horas, valor
da concentracao inibitéria (ICs0% = 6,64 mM). (C) Gréfico da curva de concentragdo com os dados
normalizados pelo logaritmo da concentragdo de MEA apds 24 horas. Os valores da viabilidade celular
foram normalizados e expressos em escala logaritmica. As diferencas estatisticas foram obtidas entre

os valores dos grupos controle e tratado pelo teste ndo paramétrico de One-Way ANOVA, seguido do
teste de comparacgdes de Tukey Kramer (***p<0.001).
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Figura 4 - Fotomicrografias representativas das células de glioblastoma humano GBM SF-295
apo6s 24 horas de tratamento com o composto 2 - AEH:F Sintético, obtido em microscopia éptica
de inversao.

(A) Células tumorais SF-295 do grupo controle em monocamada, composta por células com nucleo
central, projetando interconexdes citoplasmaticas (seta branca); detalhes no arranjo e conexdes
celulares (seta vermelha); (B) Células tumorais SF-295 tratadas com o composto 2 - AEH2F Sintético
destacam-se reducéo da densidade celular, presenga de células apoptoticas e redugcdo de conexdes
intercelulares. Detalhes da presencga de corpos apoptéticos (seta branca); (C) Células tumorais SF-295
tratadas com 20 mM do composto 2-AEHzF Sintético observam-se, perda da densidade celular das
expansoOes citoplasmaticas e modificagbes da morfologia tornando-se arredondadas (seta branca).
Presenca de células picnéticas (seta vermelha). (D) Células tumorais SF-295 tratadas com 80mM do
composto 2 - AEH2F Sintético observa-se acentuada e significativa diminuigdo da densidade celular e
perda completa da morfologia, auséncia de expansdes citoplasmaticas e jung¢des célula-célula (seta
vermelha). Canto inferior direito barra de aumento em um.
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Figura 5 - Eletromicrografia representativa obtida em microscopio eletrénico de varredura das
células tumorais de Glioblastoma humano GBM SF-295.

(A) Grupo controle: Células aderidas a superficie da placa, com varias proje¢des do tipo fil6podo,
destacando-se projecgdes citoplasmaticas e microvilosidades; (B) Grupo tratado com o composto 2-
AEH2F Sintético: redugao da densidade celular e presenca de células apoptéticas. A seta destaca a
presencga de bolhas (bubles) na superficie da célula.

4.1.1 Avaliagao da viabilidade celular apés 72 horas com o tratamento
do 2-AEH2F Sigma em células tumorais de glioblastoma humano GBM SF-295

Com o tratamento do composto 2-AEH2F Sigma apds 72 horas, as células
tumorais de glioblastoma humano SF-295 mostraram aspectos morfolégicos de lise e
formacao de debris celulares, a partir da concentragdo de 30 mM 2-AEH2F, com valor
de IC50% de 43 ,4 mM (Figura 06), bem como reducdo significativa da densidade

celular, com o coeficiente de correlagdo de R2 = 0,8432.
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Figura 6 — Avaliagcao da atividade citotoxica do composto 2-AEH,F Sigma em células tumorais
de glioblastoma humano GBM SF-295 obtido pelo método colorimétrico MTT.

Gréfico de barras dos valores da média + dp da viabilidade celular, apds 72 horas de tratamento com o
composto 2- AEH2F Sigma em diferentes concentragbes. (A) Dados 6pticos da Média = DP da
viabilidade das células SF-295 apds 72 horas. (B) Resultados normalizados dos dados 6épticos da
Média £ DP da viabilidade das células SF-295 apos 72 horas, valor da concentracgao inibitoria (ICso% =
43,4 mM). (C) Grafico da curva de concentragdo com os dados normalizados pelo logaritmo da
concentracdo do composto 2-AEH2F Sigma apds 72 horas. Os valores da viabilidade celular foram
normalizados e expressos em escala logaritmica. Nao houve diferengas estatisticas calculadas entre os
valores dos grupos controle e tratado pelo teste ndo paramétrico de One-Way ANOVA, seguido do teste
de comparagdes de Tukey Kramer



4.1.2 Avaliacao da viabilidade celular com o tratamento do 2-AEH2F Sigma

mais pirofosfato em células tumorais de glioblastoma humano GBM SF-295

Tratamento apos 24 horas das células tumorais de glioblastoma SF-295
Humano com 2-AEH2F Sigma mais pirofostato em concentragdes micromolares foi
observada uma diminuicdo da citoxicidade elevando o valor da IC50% para 56,03

mM,(figura 7) , com o coeficiente de correlacdo de R2 = 0,7932.
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Figura 7: Avaliagdo da atividade citotoxica do composto 2-AEH.F Sigma mais adi¢dao de
pirofosfato em células tumorais de glioblastoma humano GBM SF-295.

O acréscimo de pirofosfato [140uM], inibidor das fosfatases alcalinas, mesmo em concentragdes
micromolares, diminui a citotoxicidade do composto 2-AEH2F Sigma de 43,4 mM para 56,03 mM,
proporcionando uma reducao de toxicidade na ordem de 20%.(A) Dados 6pticos da Média + DP da
viabilidade das células SF-295 apds 24 horas. (B) Resultados normalizados dos dados 6pticos da Média
+ DP da viabilidade das células SF-295 apds 24 horas, valor da concentragao inibitéria (ICso% = 56,03
mM). (C) Gréfico da curva de concentracdo com os dados normalizados pelo logaritmo da concentragédo
do composto 2-AEH2F Sigma® apds 24 horas. Os valores da viabilidade celular foram normalizados e
expressos em escala logaritmica. Nao houve diferencas estatisticas calculadas entre os valores dos
grupos controle e tratado pelo teste ndo paramétrico de One-Way ANOVA, seguido do teste de
comparacgdes de Tukey Kramer



4.1.3 Avaliagao da viabilidade celular apés o tratamento do composto 2-
AEH2F sigma na presencga dos cofatores (Mg2+ e Zn2+) em células tumorais de
glioblastoma humano GBM SF-295

Foi observada um IC50% de 33,2 mM com o coeficiente de correlagdo de R2

= 0,9660 (Figura 08).
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Figura 8: Determinagado da atividade citotéxica do composto 2-AEH,F sigma mais cofatores em
células tumorais de glioblastoma humano GBM SF-295 pelo método colorimétrico MTT.

As células tumorais foram tratadas com o composto 2-AEH2F Sigma na presencga dos co-fatores Mg2*
[600 uM] e Zn?* [400 uM] na concentracdes de 53 a 0.78 mM, de 2-AEH2F por 24 horas. Os valores
da viabilidade celular foram normalizados e expressos em escala logaritmica.(A) Dados oOpticos da
Média + DP da viabilidade das células SF-295 apés 24 horas. (B) Resultados normalizados dos dados
Opticos da Média + DP da viabilidade das células SF-295 apds 24 horas, valor da concentragédo inibitéria
(ICs0% = 33,2 mM). (C) Gréfico da curva de concentragdo com os dados normalizados pelo logaritmo
da concentragdo do composto 2- AEH2F Sigma® apds 24 horas. Os valores da viabilidade celular foram
normalizados e expressos em escala logaritmica. As diferencas estatisticas foram obtidas entre os
valores dos grupos controle e tratado pelo teste ndo paramétrico de One-Way ANOVA, seguido do
teste de comparacdes de Tukey Krammer (***p<0.001).



4.1.4 Avaliagao da viabilidade celular com o tratamento do 2-AEH2F

Sintético mais pirofosfato em células tumorais de glioblastoma humano SF-295

Apds 24 horas de adesdo, em placa de 96 orificios, as células tumorais de
glioblastoma humano SF-295 foram incubadas com o composto 2-AEH2F Sintético
nas concentragdes de (0,39 a 200 mM) com a adigdo de pirofosfato (140 uM) nas

mesmas concentragdes do experimento realizado com o composto comercial da Sigma

e foi observado IC50% de 10,31 mM com o coeficiente de correlagao de R2 = 0,8260
(Figura 09).
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Figura 9: Determinagdo da atividade citotoxica do composto 2-AEH2F sintético mais o
pirofosfato de sédio em células de glioblastoma humano GBM SF-295 pelo método colorimétrico
MTT.

As células tumorais foram tratadas com o composto 2-AEH2F sintético mais pirofosfato de sodio por 24
horas. (A) Dados o6pticos da Média + DP da viabilidade das células SF-295 apods 24 horas. (B)
Resultados normalizados dos dados opticos da Média + DP da viabilidade das células SF-295 apds 24
horas, valor da concentragao inibitéria (IC50% = 10,31 mM). (C) Grafico da curva de concentragdo com
os dados normalizados pelo logaritmo da concentragdo do composto 2-AEH2F mais pirofosfato de
sodio apds 24 horas. Os valores da viabilidade celular foram normalizados e expressos em escala
logaritmica. As diferengas estatisticas foram obtidas entre os valores dos grupos controle e tratado pelo
teste ndo paramétrico de One-Way ANOVA, seguido do teste de comparacbes de Tukey Kramer
(***p<0.001).

4.2 Avaliacao da viabilidade celular e fotomicrografias apoés o tratamento

da 2-AEH2F Sintético em astrocitos normais de ratos

O tratamento com o composto 2-AEH2F sintético de astrécitos normais de
ratos foi realizado apos 24 horas de adesao e confluéncia acima de 80%, em placa
de 96 orificios. Os astrocitos foram incubados com o composto 2- AEH2F Sintético
nas concentragdes de (0,39 a 200 mM) por 24 horas. Apds o tratamento ndo foram
observados aspectos morfoldgicos indicativos de toxicidade , sem a presenca de lise
e a formacdo de debris celulares. O valor da IC50% né&o foi determinado ndo houve
correlagéo da concentragdo e o efeito de toxicidade (Figura 10). A concentragdo de
200 mM reduziu significativamente a viabilidade celular, provavelmente pelo
desbalan¢o da osmolaridade do meio de cultura e a concentracao do composto. As

fotomicrografias representativas dos astrocitos normais apos 24 horas do tratamento



com 2- AEH2F Sintético, estdo apresentados na (Figura 11).
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Figura 10: Determinacao da atividade citotéxica do composto 2-AEH2F Sintético em células de
astrocitos normais de ratos pelo método colorimétrico MTT, apés 24 horas de tratamento.

Os astrocitos foram incubadas com o composto 2-AEH2F sintético nas concentragdes de (0,39 a 200)
mM por 24 horas. (A) Dados da densidade éptica da Média + DP da viabilidade das células astrdcitos
normais de ratos apos 24 horas. (B) Resultados normalizados da densidade 6ptica da Média + DP da
viabilidade das células de astrécitos normais de ratos apds 24 horas. Apoés o tratamento nao foram
observados aspectos morfolégicos sem a presencga de lise e a formagao de debri celular. As diferengas
estatisticas foram obtidas entre os valores dos grupos controle e tratado pelo teste nao paramétrico de
One-Way ANOVA, seguido do teste de comparagdes de Tukey Kramer ** p <0,01 e *** p <0,001.



Figura 11: Fotomicrografias representativas das células de astrécitos normais de ratos apés 24
horas de tratamento com o composto 2-AEH;F sintético.

(A) Células do grupo controle em monocamada, composta por células com nucleo central e arranjos
de suas projegdes citoplasmaticas. Inset detalhes o arranjo e conexdes celulares; (B) Astrécitos tratados
com o composto 2-AEH2F sintético (100 mM) destaca-se aumento da densidade celular e células em
divisdo (inset); (C) detalhe da cultura de astrdcitos tratados com o composto 2-AEH2F sintético na
concentragdo de 40 mM aumento da densidade celular e conservagdo da morfologia e (D) tratados
com 100mM do composto 2-AEH:2F sintético, aumento significativo da densidade celular, das
expansoes citoplasméticas e manutencéo do arranjo celular, presenca de varias células em divisdo
celular.Fotomimicrografia obtida no microscoépio dptico invertido em aumento de 20x.

4.2.1 Avaliagdo da viabilidade celular com o tratamento do composto 2-

AEH2F Sigma em células de astrocitos normais de ratos

O tratamento com o composto 2-AEH2F sigma de astrocitos normais de ratos
foi realizado ap6s 24 horas de adesao e confluéncia acima de 80%, em placa de 96
orificios. Os astrocitos foram incubados com o composto 2-AEH2F sigma nas
concentragdes de (0,39 a 200 mM) por 24 horas. Apos o tratamento ndo foram

observados indicativos de toxicidade (Figura 12).
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Figura 12: Determinagdo da atividade citotoxica do composto 2-AEH.F sigma em células de
astrocitos normais de ratos pelo método colorimétrico MTT apos 24 horas de tratamento.

Os astrécitos normais foram incubadas com o composto 2-AEH2F sigma nas concentragdes de (0,39 a
200) mM por 24 horas. (A) Densidade 6ptica da Média + DP da viabilidade das células de astrocitos
murinos normais. (B) Resultados normalizados da densidade 6ptica da Média £ DP da viabilidade das
células normais de astrocitos de ratos apos 24 horas. Apds o tratamento n&o foram observados
alteragdes nos aspectos morfoldgicos, sem a presenca de lise e a formagado de debri celular. As
diferencas estatisticas foram obtidas entre os valores dos grupos controle e tratado pelo teste néo
paramétrico de One-Way ANOVA, seguido do teste de comparagdes de Tukey Kramer ( ns= nao
significativo).

4.2.2 Avaliagao da viabilidade celular com o tratamento do Pirofosfato de

Sodio em células de a strécitos normais de ratos

O tratamento com o composto pirofosfato de sédio nos astrécitos normais de
ratos foi realizado apds 24 horas de adesao e confluéncia acima de 80%, em placa
de 96 orificios. Os astrécitos normais foram incubados com o composto pirofosfato

nas concentragdes de (0,039 a 2 mM) por 24 horas. Apés o tratamento ndo foram



observados indicativos de toxicidade. O valor da IC50% n&ao foi determinada, sem

correlagao da concentracéao e o efeito de toxicidade (Figura 13).
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Figura 13: Determinacio da atividade citotoxica do composto P.O;* (Pirofosfato de s6dio) em

células de astrocitos normais de ratos pelo método colorimétrico MTT apos 24 horas de
tratamento.

Os astrécitos normais foram incubadas com o composto pirofosfato de sédio nas concentragdes de
(0,0039 a 2) mM. (A) Dados da densidade 6ptica da Média + DP da viabilidade das células de astrdcitos
normais de ratos apds 24 horas. (B) Resultados normalizados dos dados da densidade éptica da Média
+ DP da viabilidade dos astrécitos normais de ratos apos 24 horas. Apods o tratamento nao foram
observados alteragdes nos aspectos morfoldgicos, sem a presenga de lise e a formagao de debri
celular. As diferengas estatisticas foram obtidas entre os valores dos grupos controle e tratado pelo
teste ndo paramétrico de One-Way ANOVA, seguido do teste de comparacdes de Tukey Kramer ( ns=
nao significativo).



4.3 Determinacao do potencial modulador da atividade enzimatica da

fosfatase alcalina

A atividade da enzima fosfatase alcalina em células tumorais de glioblastoma
humano SF-295 foi determinada no sobrenadante das culturas celulares tratadas com
diferentes concentracdes do composto 2-AEH2F sintético e comercial Sigma nas
concentragdes de 0.39 a 200mM, por 24 horas. Nossos resultados mostraram que a
atividade enzimatica foi bloqueada completamente apos o tratamento com o composto
2-AEH2F sintético, enquanto o tratamento com o composto comercial 2-AEH2F sigma
houve inibicdo dose dependente (Figura 14 ).
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Figura 14: Curva da atividade enzimatica da fosfatase alcalina no sobrenadante das células
tumorais GBM SF-295, tratadas com os compostos 2-AEH2F Sintético e o 2-AEH2F Sigma nas
concentragées de 0,39 a 200 mM.

As diferengas estatisticas foram obtidas entre os valores dos grupos controle e tratado pelo teste nao
paramétrico de One-Way ANOVA, seguido do teste de comparagdes de Tukey Kramer (***p<0,001).

4.4 Efeitos cinéticos das diferentes concentragées do composto 2-

AEH2F na cinética enzimatica da fosfatase alcalina

O Km (velocidade catalitica) e Ki (constante de inibigao) para os complexos de
fosfatases alcalinas/2-AEH2F foram calculados usando o programa GraphPad Prism
5.0 medindo varias curvas de velocidade do substrato de formacdo do composto de
nitro fenol pela presencga de fosfatase alcalina. A velocidade maxima obtida nas células
tumorais humanas GBM-SF 295 do grupo controle nao tratado, foi de 59,65 uM/min,



pH: 9,5 e na presenca de 1 mM de Mg2"‘. A concentragcdo da fosfatase alcalina
estimada foi de 0,6454 uM/L. O composto 2-AEH2F sintético n&o bloqueou a atividade
enzimatica por completo, mesmo em concentragdes superiores a 80 mM, que foi
capaz de produzir aproximadamente 10 uM/min de nitro fenol. A adi¢gao dos cofatores
envolvidos na potencializagao da cinética enzimatica como o Mg (1660 uM), Zn+ (400
MM) e do inibidor pirofosfato, respectivamente, interferiu no Km necessario para
ativacdo da atividade enzimatica. O aspecto da curva do grafico Line Weaver- Burk
confirma que o composto 2-AEH2F sintético € um inibidor competitivo de nitro fenil
para agdes cataliticas da fostatase alcalina, pois os cofatores esperados aumentam a
eficiéncia enzimatica e os inibidores diminuem. As curvas das cinéticas enzimaticas

estdo apresentadas nas figuras 15 A, B e C.
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Figura 15: Avaliagcido da velocidade catalitica da enzima Fosfatase Alcalina em células tumorais
de glioblastoma humano GBM SF-295

(A) Velocidade enzimatica de formagéo de nitrofenol a partir da fosfatase alcalina, a curva em preto, na
presenca apenas do composto 2- AEHzF sintético, na cor vermelha, além do composto 2-AEHzF
sintético foi acrescido pirofosfato e, na cor azul, ao composto 2-AEH2F Sigma adicionou-se os cofatores
enzimaticos Mg?* [600 pM] e Zn?* [400 pM].(B) Valores linearizados pelo teste de Lineweaver Burk Plott
mostram redugao da afinidade enzima substrato na presenca do inibidor competitivo pirofosfato, reta
vermelha, e aumento da afinidade, (reta azul), experimento realizado na presenga de Mg?* e Zn2* .(C)
Curva da velocidade de reagao da atividade enzimatica em diferentes concentragdes do composto 2-
AEH2F sintético. Vmax média foi 59,89 uM/min, o Km enzimatico da ALP, coletada das células tumorais
SF-295, para o 2-AEH:F foi de 4,6 mM e Ki: 6.3 mM.

4.5 Avaliacao dos efeitos dos compostos 2-AEH2F Sintético, 2-AEH2F

Sigma e a monoetanolamina (MEA) nas fases do ciclo celular

Com a finalidade de avaliar os efeitos inibitérios dos compostos 2- AEH2F
sintético, 2-AEH2F Sigma, monoetanolamina (MEA), as mudancgas na distribuicdo das
populagdes nas fases do ciclo celular das células tumorais GBM- SF295, analisadas
utilizando a citometria de fluxo, das células marcadas com iodeto de propidio.

As células tumorais de glioblastoma humana SF-295 foram tratadas com 2-
AEH:2F sintético nas concentragdes 25, 50, 100 e 200 mM. Os resultados da analise
do ciclo celular sdo mostrados na Figura 16. As células tumorais tratadas com 2-
AEH:zF Sintético apresentaram significativa parada na fase G2/M. As populagdes de
células Sub-G1 (DNA fragmentado), aumentaram significativamente apds o
tratamento.

Por outro lado, o tratamento com o composto comercial 2-AEH2F Sigma induziu
em todas as concentragdes induziu aumento significativo da proporgado de células
tumorais com DNA fragmentado, e diminuicdo nas concentragdes de 100 e 200 mM a
populacdo de células na fase GO0/G1, indicativo de nao haver especificidade
antiproliferativa. Os dados estdo apresentados na figura 17.

O tratamento com a monoetanolamina (MEA), n&o revelou especificidade em
modificar as fases do ciclo celular, somente foi capaz de aumentar a proporcéao de
células com DNA fragmentado (Figura 18).
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Figura 16: Distribuicio das fases do ciclo celular das células de glioblastoma humano GBM SF-
295 tratadas com o composto 2-AEH.F Sintético.

Gréficos representativos das médias + dp das fases do ciclo celular do Glioblastoma humano SF-295
dos grupos controle (A) e tratados com 25 mM de 2-AEHzF sintético (B) tratados com 50 mM de 2-
AEH:F sintético (C) tratados com 100 mM de 2-AEH:F sintético (D) tratados com 200 mM de 2-AEHzF
sintético (E) , apds 24 horas de tratamento ocorreu aumento no progresso celular em todas as
concentracdes testadas. As concentracbes além de auxiliar DNA fragmentado produzem parada na
fase G2M e diminuicédo na fase G1. As diferencas estatisticas foram obtidas entre os valores dos grupos
controle e tratado pelo teste ndo paramétrico de ANOVA , seguido do teste de comparagdes de Tukey
Kramer .Valores de significancia com (p*<0.05, p***<0.01, ***p<0.001 ).
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Figura 17: Distribuigdo da populagéo de células tumorais de glioblastoma humano GBM SF-295
nas fases do ciclo celular, tratadas com o composto 2-AEH;F Sigma, apés 24 horas de tratamento.

O composto 2-AEH2F Sigma nas menores concentragdes proximas as fisioldgicas produziu aumento
celular com DNA fragmentado. Nas concentragées entre 100 e 200 mM produziu diminuigédo na fase G1
sem parada da fase G2M. Diferencgas estatisticas foram obtidas entre os valores dos grupos controle e
grupo tratado, pelo teste ndo paramétrico de ANOVA, seguido do teste de comparagdes de Tukey-

Kramer * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001.
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Figura 18: Distribuicdo da populagao de células tumorais de glioblastoma humano GBM SF-295
nas fases do ciclo celular, tratadas com o composto monoetanolamina (MEA).

O tratamento com MEA induziu aumento da populacdo de células com DNA fragmentado, sem produzir
nenhum efeito sobre o ciclo celular. As diferengas estatisticas foram obtidas entre os valores dos grupos
controle e tratado pelo teste ndo paramétrico de ANOVA, seguido do teste de comparagdes de Tukey-
Kramer * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001.



4.6 Avaliacao da viabilidade celular apés o tratamento do composto 2-

AEH2F Sintético em células tumorais de glioblastoma humano U-138

O ensaio colorimétrico MTT foi realizado no intuito de determinar a
concentragao inibitéria IC50% nas células tumorais de glioblastoma humano U- 138,
apo6s o tratamento por 24 e 48 horas com o composto 2-AEH2F sintético na faixa de
concentracao variavel de 0,78 - 200 mM. Os resultados mostraram que a partir da

concentracdo de 20 mM obtivemos reducgéo da viabilidade celular, no periodo de 24

horas com valor de IC50% de 24 mM com coeficiente de correlagao linear de R2=
0,9337. As fotomicrografias demonstradas na Figura 20 mostram que nas maiores
concentragcbes houve perda significativa de densidade celular e mudancga
conformacional das células tumorais de glioblastoma humano U-138. Na concentragao
proxima do valor da 1IC50%, observam-se mudangas na morfologia da célula e redugéo
da densidade celular.

No tratamento apds 48 horas obteve-se uma IC50% de 20 mM com coeficiente

de correlacio linear de R2 = 0,9118, sem relevancia na toxicidade dos tratamentos,
mas com uma maior redugao significativa da viabilidade celular quando comparado ao
tratamento realizado por 24 horas. As fotomicrografias apresentadas na Figura 22,
destacam que nas maiores concentracbes uma evidente reducdo da densidade
celular e mudanga na morfologia celular, e nas concentragdes proxima a

concentracéo inibitéria de 50% células em picnose e reducido da densidade celular.
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Figura 19 - Avaliacdo da atividade citotéxica em células de glioblastoma humano U-138 pelo

método colorimétrico MTT para obtengio dos valores da concentragéo inibitéria (IC50%) apés
24h de tratamento com 2-AEH.F Sintético.

(A) Dados da densidade optica da Média + DP da viabilidade das células U-138 . (B) Resultados
normalizados dos dados da densidade Optica da Média £ DP da viabilidade das células U-138 , valor da
concentragéo inibitéria (ICso% = 24 mM). (C) Grafico da curva de concentragdo com os dados
normalizados pelo logaritmo da concentragéo de 2-AEH2F Sintético. Os valores da viabilidade celular



foram normalizados e expressos em escala logaritmica. As diferengas estatisticas foram obtidas entre
os valores dos grupos controle e tratado pelo teste ndo paramétrico de One-Way ANOVA, seguido do
teste de comparagdes de Tukey Kramer * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001.

Figura 20 - Fotomicrografias representativas das células de glioblastoma U-138 ap6s 24 horas

de tratamento com o composto 2 - AEH;F Sintético, obtido em microscopia éptica de inversao.

(A) Células tumorais humana U-138 do grupo controle em monocamada, composta por células com
nucleo central, projetando interconexdes citoplasmaticas (seta branca); detalhes no arranjo e conexdes
celulares (seta vermelha); (B) Células tumorais U-138 tratadas com o composto 2 - AEHzF Sintético na
concentracdo de 1,5 mM, n&o hareducao da densidade celular, sem a presenca de células apoptoticas
e reducdo de conexdes intercelulares (seta branca); (C) Células tumorais U-138 tratadas com o
composto 2 - AEHzF Sintético na concentragdo de 6,5 mM (seta branca). (D) Células tumorais U-138

tratadas com o composto 2 - AEHzF Sintético na concentragdo de 25 mM (seta branca); (E) Células



tumorais U-138 tratadas com o composto 2 - AEH2F Sintético na concentragéo de 50 mM (seta azul);
(F) Células tumorais U- 138 tratadas com o composto 2 - AEH2F Sintético na concentragéo de 100 mM,

observa-se reducdo da populagado celular e mudanga na conformagédo morfologica das células (seta

azul).
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Figura 21 - Avaliagdo da atividade citotoxica em células de glioblastoma humano U-138 pelo

método colorimétrico MTT para obtengio dos valores da concentragio inibitéria (ICso%) apés
tratamento com 2-AEH.F Sintético.

(A) Dados da densidade optica da Média + DP da viabilidade das células U-138 . (B) Resultados
normalizados dos dados da densidade 6ptica da Média + DP da viabilidade das células U-138 , valor da
concentracgdo inibitéria (ICso» = 20 mM). (C) Gréafico da curva de concentragdo com os dados
normalizados pelo logaritmo da concentragdo do composto 2-AEHzF Sintético. Os valores da
viabilidade celular foram normalizados e expressos em escala logaritmica. As diferengas estatisticas
foram obtidas entre os valores dos grupos controle e tratado pelo teste ndo paramétrico de One-Way
ANOVA, seguido do teste de comparagdes de Tukey Kramer * p <0,05,** p <0,01 e *** p <0,001.



Figura 22 - Fotomicrografias representativas das células de glioblastoma U-138 apés 48 horas
de tratamento com o composto 2 - AEHF Sintético, obtido em microscopia 6ptica de inversao

(A) Células tumorais U-138 do grupo controle em monocamada, composta por células com nucleo
central; detalhes no arranjo e conexdes celulares (seta vermelha) ; (B) Células tumorais U-138 tratadas
com o composto 2 - AEHzF Sintético na concentragéo de 1,5 mM, ndo ha redugéo da densidade celular,
sem a presencga de células apoptoticas e redugado de conexdes intercelulares (seta branca); (C) Células
tumorais U-138 tratadas com o composto 2 - AEH2F Sintético na concentragdo de 6,5 mM por (seta
branca). (D) Células tumorais U-138 tratadas com o composto 2 - AEH2F Sintético na concentragéo de
25 mM (seta branca); (E) Células tumorais U-138 tratadas com o composto 2 - AEHzF Sintético na
concentracdo de 50 mM por, observa-se mudanga conformacional e menor densidade populacional
(seta azul); (F) Células tumorais U-138 tratadas com o composto 2 - AEH2F Sintético na concentragéo
de 100 mM, observa-se reducdo da populagdo celular e mudanga na conformagdo morfoloégica das
células (seta azul).



4.7 Avaliagao da viabilidade celular ap6és o tratamento do quimioterapico

Temozolomida, em células tumorais de glioblastoma humano U-138

ApoOs tratamento do quimiotérapico Temozolomida em células tumorais de
glioblastoma humano U-138 por 24 e 48 horas, foi realizado o teste colorimétrico MTT
com o objetivo de determinar o valor de ICso%. No périodo de 24 horas de tratamento
foi observado que a partir da concentragdo de 1 mM ocorre redugao da viabilidade
celular e o calculo obtido da ICs0% foi de 2,9 mM com coeficiente de correlagéo linear
R? = 0,9010. As fotomicrografias representativas apresentadas na figura 24
demonstram que nas maiores concentragdes evidencia-se intensa reducdo da
densidade celular e mudangas morfolégicas. Apds o tratamento por 48 horas o valor
calculado foi de uma ICso% de 2,4mM com coeficiente de correlagao linear de R? =
0,9116, as fotomicrografias apresentadas na Figura 26 demonstram que nas maiores
concentragdes ha uma evidente reducéo da populagao celular e significativa mudanca

morfologica.
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Figura 23 - Avaliagdo da atividade citotoxica em células de glioblastoma humano U-138 pelo
método colorimétrico MTT para obtengao dos valores da concentragao inibitéria (IC50%) apos
tratamento com Temozolomida.

(A) Dados opticos da Média + DP da viabilidade das células tumorais U-138 apéds. (B) Resultados
normalizados dos dados da densidade dptica da Média + DP da viabilidade das células tumorais U-138,
valor da concentragdo inibitéria (ICso% = 2,9 mM). (C) Grafico da curva de concentragdo com os dados
normalizados pelo logaritmo da concentracdo de Temozolomida. Os valores da viabilidade celular
foram normalizados e expressos em escala logaritmica. As diferengas estatisticas foram obtidas entre
os valores dos grupos controle e tratado pelo teste ndo paramétrico de One-Way ANOVA, seguido do
teste de comparacgdes de Tukey Kramer * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001.



Figura 24 - Fotomicrografias representativas das células de glioblastoma U-138 ap6s 24 horas
de tratamento com o composto Temozolomida, obtido em microscopia éptica de inversao.

(A) Células tumorais U-138 do grupo controle em monocamada, composta por células com nucleo
central, detalhes no arranjo e conexdes celulares (seta vermelha); (B) Células tumorais U-138 tratadas
com o composto Temozolomida na concentragdo de 0,156 mM, n&do ha redugéo da densidade celular,
sem a presenga de células apoptéticas e redugdo de conexdes intercelulares(seta branca); (C) Células
tumorais U-138 tratadas com o composto Temozolomida na concentragao de 0,625 mM (seta branca).
(D) Células tumorais U-138 tratadas com o composto Temozolomida na concentragéo de 1,25 mM (seta
branca); (E) Células tumorais U-138 tratadas com o composto Temozolomida na concentracdo de 2,5
mM (seta azul); (F) Células tumorais U-138 tratadas com o composto Temozolomida na concentragéo
de 5mM, observa-se reducéo da populagéo celular e mudanga na conformag&o morfologica das células
(seta azul).
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Figura 25 - Avaliagado da atividade citotoxica em células de glioblastoma humano U-138 pelo
método colorimétrico MTT para obtencido dos valores da concentragéo inibitéria (ICso%) ap6s
tratamento com Temozolomida.

(A) Dados da densidade 6ptica da Média + DP da viabilidade das células tumorais U-138 . (B) Resultados
normalizados dos dados da densidade 6ptica da Média + DP da viabilidade das células tumorais U-138,
valor da concentracdo inibitéria (ICso% = 2,4 mM). (C) Grafico da curva de concentragdo com os dados
normalizados pelo logaritmo da concentracdo de Temozolomida. Os valores da viabilidade celular
foram normalizados e expressos em escala logaritmica. As diferencas estatisticas foram obtidas entre
os valores dos grupos controle e tratado pelo teste ndo paramétrico de One-Way ANOVA, seguido do
teste de comparacgdes de Tukey Kramer * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001.



Figura 26 - Fotomicrografias representativas das células de glioblastoma U-138 apo6s 48 horas
de tratamento com o quimioterapico Temozolomida, obtido em microscopia 6ptica de inversao.

(A) Células tumorais U-138 do grupo controle em monocamada, composta por células com nuicleo
central, detalhes no arranjo e conexdes celulares (seta vermelha) ; (B) Células tumorais U-138 tratadas
com o composto Temozolomida na concentragao de 0,156 mM, ndo ha redugéo da densidade celular,
sem a presenga de células apoptoticas e reducao de conexdes intercelulares (seta branca); (C) Células
tumorais U-138 tratadas com o composto Temozolomida na concentragao de 0,625 mM (seta branca).
(D) Células tumorais U-138 tratadas com o quimioterapico Temozolomida na concentragdo de 1,25 mM
(seta branca); (E) Células tumorais U-138 tratadas com o composto Temozolomida na concentracao de
2,5mM (seta azul);

(F) Células tumorais U-138 tratadas com o quimioterapico Temozolomida na concentracdo de 5 mM
por, observa-se reducdo da populagdo celular e mudanga na conformac¢ao morfoldgica das células
(seta azul).



4.8 Avaliagao da viabilidade celular apés o tratamento do quimioterapico

Temozolomida, em células de astrocitos normais de ratos

As células de astrécitos normais de ratos também foram tratadas com o
quimioterapico Temozolomida a fim de obter o valor de IC50% , pelo ensaio do
método colorimétrico MTT. Apds 24 horas de tratamento com o quimioterapico foi
observado que a partir de 0,5 mM ha evidéncias da reduc¢ao da viabilidade celular, o
gue sugere que o quimioterapico pode apresentar maior potencial de toxicidade para

as células normais. O valor obtido de IC50% de 2,1 mM de tratamento com coeficiente

de correlagao linear de R2= 0,9554 apds 24 horas e de IC50% de 1,4 mM com
coeficiente de correlagdo linear R? =0,9638 apds 48 horas. Os dados estdo

apresentados nas figuras 27 e 28.



T
=
o
a 05 | |l‘
0.0 - T T T T T T
Controle ° v N ° © ©
Y “a R C N
° © IN °
v 2 ©
[ dode T ida (mM)
150 7 ICs0% = 2,1 mM
=
3
S
- .
2 100 4
o
£
-] *
<
v
.
8
E 50 -
]
o
o
T
(]
2
2
S 0 - T T N .\ T T T
Controle © R © © ©
° v ‘o S N
LY 2 N £y
© e ©
Concentragao de Temozolomida (mM)

80 1

60

40 1

20 1

Viabilidade Celular - Astrocitos (%)- 24h

0 2 4 6

Log Concentragéo de Temozolomida (mM)

Figura 27 - Avaliagao da atividade citotéoxica em células de astrécitos normais de ratos pelo

método colorimétrico MTT para obtengio dos valores da concentragio inibitéria (ICso%) apés
tratamento com Temozolomida.

(A) Dados da densidade éptica da Média + DP da viabilidade dos astrocitos normais de ratos. (B)
Resultados normalizados dos dados da densidade 6ptica da Média + DP da viabilidade das células de
astrocitos normais de ratos, valor da concentragao inibitéria (ICso% = 2,1 mM). (C) Grafico da curva de
concentracdo com os dados normalizados pelo logaritmo da concentracdo de Temozolomida. Os
valores da viabilidade celular foram normalizados e expressos em escala logaritmica. As diferengas
estatisticas foram obtidas entre os valores dos grupos controle e tratado pelo teste ndo paramétrico de
One-Way ANOVA, seguido do teste de comparagdes de Tukey Kramer * p<0,05, ** p <0,01 € *** p
<0,001.
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Figura 28 - Avaliagao da atividade citotoxica em células de astrocitos normais de ratos pelo
método colorimétrico MTT para obtencido dos valores da concentragéio inibitéria (ICso%) apoés
tratamento com Temozolomida.

(A) Dados opticos da Média + DP da viabilidade das células de astrécitos normais de ratos . (B)
Resultados normalizados dos dados da densidade éptica da Média + DP da viabilidade das células de
astrocitos normais de ratos, valor da concentragao inibitéria (ICso% = 1,4 mM). (C) Grafico da curva de
concentracdo com os dados normalizados pelo logaritmo da concentracdo de Temozolomida. Os
valores da viabilidade celular foram normalizados e expressos em escala logaritmica. As diferengas
estatisticas foram obtidas entre os valores dos grupos controle e tratado pelo teste ndo paramétrico de
One-Way ANOVA, seguido do teste de comparacdes de Tukey Kramer (***p<0.001;**p<0,01; *p<0,05).



4.9 Avaliagao dos efeitos do composto 2-AEH2F sintético nas fases do

ciclo celular em células tumorais de glioblastoma humano U-138

A analise da distribuicdo das células tumorais de glioblastoma humano U- 138
nas diferentes fases do ciclo celular apds tratamento com o composto 2- AEH2F
sintético por 24 horas, demonstrou que o numero de células na fase G2/M diminuiram
significativamente em todos os tratamentos e a proporgdo de células com DNA
fragmentado aumentou, quando comparamos os valores com as células controle (n&o
tratada). Esse dado sugere que o composto 2-AEH2F sintético promove uma parada

em G2/M e leva as células a apoptose. Os dados estdo apresentados na Figura 29.
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Figura 29 - Distribuigido da populagdo de células tumorais de glioblastoma humano U- 138 nas
fases do ciclo celular, tratadas com o composto 2-AEH.F Sintético.

Graficos representativos das médias + dp das diferentes fases do ciclo celular da célula tumoral de
Glioblastoma humano U-138 apds tratamento com o composto 2-AEH:F sintético em diversas
concentracdes. (A) Graficos representativos das médias + dp das fases do ciclo celular do controle. (B)
Gréficos representativos das médias + dp das fases do ciclo celular apds tratamento com o composto 2-
AEH:2F sintético na concentracdo de 24 mM; (C) Gréficos representativos das médias + dp das fases do
ciclo celular apds tratamento com o composto 2-AEH2F sintético na concentragédo de 12 mM; (D)
Graficos representativos das médias + dp das fases do ciclo celular apds tratamento com o composto
2-AEH2F sintético na concentracdo de 6 mM; (E) Graficos representativos das médias + dp das fases
do ciclo apds tratamento com 2-AEH:zF sintético na concentragéo de 3 mM. As diferencas estatisticas
foram obtidas entre os valores dos grupos controle x tratado pelo teste ndo paramétrico de ANOVA ,

seguido do teste de comparacgdes de Tukey-Kramer. Valores de significancia com (p*<0.05, p***<0.01
,**p<0.001).



491 Avaliagao dos efeitos do quimioterapico Temozolomida nas fases

do ciclo celular em células tumorais de glioblastoma Humano U-138

A analise das porcentagens de células tumorais de glioblastoma humano U-138
nas diferentes fases do ciclo celular ap6s tratamento com o quimioterapico
Temozolomida por 24 horas, demonstrou que o numero de células na fase G0/G1
diminuiram significativamente nos tratamentos de maiores concentragdes (2,5 e 5
mM), enquanto que o numero percentual de células com DNA fragmentado aumentou
em todas as concentragcdes de tratamento quando comparamos os valores com as
células do grupo controle (ndo tratada). O percentual da populagéo da fase G2/M nao
apresentou diferengcas quantitativas significativas. Esse perfil de ciclo celular é
caracteristicos de drogas alquilantes que promovem necrose tumoral e morte nao

especifica.Os dados estdo apresentados na figura 30.
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Figura 30: Distribuicdo da populagao de células tumorais de glioblastoma humano U-138 nas
fases do ciclo celular, tratadas com o quimioterapico Temozolomida.

Graficos representativos das médias + dp das fases do ciclo celular do Glioblastoma humano U-138
apos tratamento com Temozolomida em diversas concentragdes por 24 horas.(A) Graficos
representativos das médias * dp das fases do ciclo celular do controle. (B) Graficos representativos
das médias + dp das fases do ciclo celular apés tratamento com Temozolomida na concentragédo de 5
mM; (C) Gréficos representativos das médias + dp das fases do ciclo celular apés tratamento com
Temozolomida na concentragao de 2,5 mM; (D) Graficos representativos das médias + dp das fases do
ciclo celular apés tratamento com Temozolomida na concentragdo de 1,25 mM. As diferengas
estatisticas foram obtidas entre os valores dos grupos controle e tratado pelo teste ndo paramétrico
ANOVA , seguido do teste de comparagdes de Tukey Kramer. Valores de significancia com( p*<0.05,
p**<0.01, ***p<0.001).



4.9.2 Avaliagao dos efeitos das fases do ciclo celular apdés tratamento
com a IC50% dos compostos 2-AEH2F sintético e da Temozolomida na células

tumorais de glioblastoma Humano U-138

Os percentuais das fases do ciclo celular em células de glioblastoma humano
U-138 foram avaliados apds 24 horas de tratamento com o composto 2- AEH2F
sintético e do quimioterapico Temozolomida com os valores das concentracbes 24
mM e 2,9 mM. Na figura 31A, observa-se diminuicdo da fase G0O/G1 e aumento dos
percentuais das fases S, G2M e DNA fragmentado com o composto 2-AEH2F sintético.
Na figura 31B, apds o tratamento com o quimioterapico Temozolomida também houve
diminuicdo do percentual da fase GO/G1 e aumento do percentual de DNA

fragmentado, o que denota que ambos os tratamentos promovem o processo de morte

celular.
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Figura 31 - Distribuicdo da populagdo de células tumorais de glioblastoma Humano U-138 nas
fases do ciclo celular, tratadas com o composto 2-AEH2F Sintético e o quimioterapico
Temozolomida.

Gréficos de barras representativos das médias + dp das fases do ciclo celular ap6s tratamento com
valor de IC50% = 24 mM do composto 2-AEH2F sintético (A). Graficos de barras representativos das
médias + dp das fases do ciclo celular da célula apds tratamento com a IC50% = 2,9 mM do composto
Temozolomida (B) .As diferengas estatisticas foram obtidas entre os valores dos grupos controle e



tratado pelo teste ndo paramétrico ANOVA , seguido do teste de comparagdes de Tukey-Kramer.
Valores de significAncia com (p*<0.05, p***<0.01,***p<0.001).

4.9.3 Avaliacao dos efeitos do composto 2-AEH2F sintético nas fases do

ciclo celular em células de astrocitos normais de ratos

As analises das porcentagens das células de astrécitos normais de ratos nas
diferentes fases do ciclo celular apés tratamento com o composto 2-AEH2F sintético
por 24 horas, demonstraram que nao houve alteragdes nos percentuais das fases do
ciclo celular quando comparados ao grupo controle (ndo tratado), mesmo nos

tratamentos de maiores concentragdes, demonstrando nao haver efeitos citotéxicos.
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Figura 32 - Distribuigcdo da populagdo de células normais de Astrécitos de ratos nas fases do
ciclo celular, tratadas com o composto 2-AEH2F Sintético.

Graficos representativos das médias + dp das fases do ciclo celular de astrocitos normais de ratos apds
tratamento com o composto 2-AEH:zF sintético em diversas concentragdes por 24 horas. (A) Graficos
representativos das médias + dp das fases do ciclo celular do controle. (B) Graficos representativos
das médias + dp das fases do ciclo celular apds tratamento com o composto 2- AEH2F sintético na
concentracao de 24 mM; (C) Graficos representativos das médias + dp das fases do ciclo celular apos
tratamento com o composto 2-AEH2F sintético na concentracao de 12 mM; (D) Gréficos representativos
das médias + dp das fases do ciclo celular apés tratamento com 2-AEH:zF sintético na concentragédo de
6 mM; (E) Graficos representativos das médias + dp das fases do ciclo celular apds tratamento com o
composto 2-AEH:F sintético na concentracdo de 3 mM. As diferencgas estatisticas foram obtidas entre
os valores dos grupos controle e tratado pelo teste ndo paramétrico de ANOVA , seguido do teste de
comparacdes de Tukey Kramer. Valores de significancia com (p*<0.05, p***<0.01, ***p<0.001).



4.9.4 Avaliacao dos efeitos do quimioterapico temozolomida nas fases

do ciclo celular em células de astrécitos normais de ratos

As analises das porcentagens de células de astrécitos normais de ratos nas
diferentes fases do ciclo celular apds tratamento com o quimioterapico Temozolomida
por 24 horas, demonstraram que o numero de células na fase GO/G1 aumentaram em
todos os tratamentos e o numero percentual de DNA fragmentado aumentou nas
maiores concentragdes, quando comparamos o0s valores com as células controle (ndo
tratada). O percentual da populagao da fase G2M apresentou diminuigao percentual
nas maiores concentragdes. Esse perfil de ciclo celular é caracteristico de drogas
alquilantes que promovem morte celular ndo especifica. Os resultados estdo

expressos na figura 33.
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Figura 33 - Distribuigcao da populagido de células de astrécitos normais de ratos nas fases do
ciclo celular, tratadas com o quimioterapico Temozolomida.

Graficos representativos das médias *+ dp das fases do ciclo celular da célula de astrécitos normais de
ratos apos tratamento com Temozolomida em diversas concentragbes por 24 horas. (A) Graficos
representativos das médias + dp das fases do ciclo celular do controle. (B) Graficos representativos das
médias + dp das fases do ciclo celular apds tratamento com Temozolomida na concentragao de 5 mM;
(C) Graficos representativos das médias + dp das fases do ciclo celular apés tratamento com
Temozolomida na concentracdo de 2,5 mM; (D) Graficos representativos das médias + dp das fases
do ciclo celular apds tratamento com Temozolomida na concentragao de 1,25 mM. As diferencas
estatisticas foram obtidas entre os valores dos grupos controle e tratado pelo teste ndo paramétrico de
ANOVA , seguido do teste de comparagdes de Tukey Kramer. Valores de significancia com( p*<0.05,
p**<0.01, ***p<0.001).



4.9.5 Avaliagao dos efeitos das fases do ciclo celular apés tratamento com o
composto 2-AEH2F sintético e 1C50% do quimioterapico Temozolomida em
células de astrocitos normais de ratos

Os percentuais das fases do ciclo celular em células de astrécitos normais
de ratos foram avaliados com o tratamento do composto 2-AEH2F sintético e na
concentragéo da ICso% do quimioterapico temozolomida apds 24 horas .Na figura 34
A, observa-se que nao houve alteragao significativa das fases do ciclo celular quando
comparado ao grupo controle, mesmo nas concentragbes que apresentaram
toxicidade, para as células tumorais de glioblastoma humano U-138. Na figura 34 B,
apdés o tratamento com o quimioterapico temozolomida houve diminuicdo do
percentual das fases S, G2/M e aumento significativo do percentual de DNA
fragmentado, o que denota que o composto 2-AEH2F sintético ndo apresenta

toxicidade para os astrocitos diferentemente do quimioterapico temozolomida.
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Figura 34 - Distribuigdo da populacio de células de astrocitos normais ratos nas fases do ciclo
celular, tratadas com o composto 2-AEH2F Sintético e o quimioterapico Temozolomida.

Graficos de barras representativos das médias + dp das fases do ciclo celular apés tratamento com a
concentragdo de 24 mM do composto 2- AEH:2F sintético (A). Gréficos de barras representativos das
médias + dp das fases do ciclo celular apés tratamento com a ICso% = 2,17 mM do composto
Temozolomida (B). As diferengas estatisticas foram obtidas entre os valores dos grupos controle e
tratado pelo teste ndo paramétrico de ANOVA , seguido do teste de comparagbes de Tukey-Kramer,
valores de significancia com (p*<0.05, p***<0.01,***p<0.001).

4.9.6 Avaliacdao da resposta proliferativa nos astrocitos normais de ratos apés

tratamento com o composto 2-AEH2F Sintético

Para caracterizar a atividade proliferativa dos astrocitos normais de ratos,
grupos controle e tratado com 2-AEH2F sintético, foi realizado o ensaio de proliferagao
com o marcador carboxifluoresceina (CFSE-DA), por citometria de fluxo. Os astrdocitos
foram tratados com 2-AEH2F sintético nas concentragdes de 24,12 e 6 mM por 24
horas. Nas duas maiores concentragdes houve um aumento significativo da

proliferagao celular, quando comparado ao grupo controle ndo tratado (Figura 35 ).
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Figura 35 - Analise do indice proliferativo pela marcagdao com o primer CFSE-DA em células de
astrocitos normais de ratos.

Grafico de barras dos valores da média = dp do indice proliferativo de astrécitos normais de ratos
tratados com 2-AEH2F Sintético nas concentragdes 6,12 e 24 mM. indice de proliferacdo celular foi
quantificado por citometria de fluxo no canal de fluorescencia FL-1H (488 nm), apos tratamento por 24
horas com o composto 2-AEH2F Sintético. As diferengas estatisticas foram obtidas entre os valores dos
grupos controle e tratado pelo teste estatistico ndo paramétrico ANOVA, seguido pelo teste de
comparagdes multiplas de Tukey Kramer em quatro experimentos independentes (n=4), como
valores de significancia de ***p<0.001 e ns = n&o significativo.

49.7 Avaliacao da expressao dos marcadores em células tumorais de
glioblastoma humano U-138 apés tratamento com o composto 2-AEH2F

Sintético por citometria de fluxo

Apds o tratamento com o composto 2-AEH2F sintético, foi possivel observar que a
expressao das proteinas Caspase-3 fosforilada, P-53 aumentaram significativamente,
apo6s o tratamento por 24 horas quando comparado ao grupo controle (ndo tratado).
Em contrapartida, a ciclina D1 diminuiu sua expressdo no tratamento de maior
concentracado. As demais proteinas nao apresentaram percentuais significativos de
alteracdo. Esses resultados sdo pontuais quando discutimos os mecanismos de morte
celular que o composto esta promovendo. Os dados estao apresentados na figura 36
(A,B,C e D), os gréficos de barras das médias e desvio padrao e a figura 36 E estéo
os dos platos obtidos no citometro Muse®BP. Os demais marcadores CXCR4, Cd-44 e

CD-90 nao mostraram diferengas significativas.
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Figura 36- Analise da expressao de marcadores em células tumorais de glioblastomahum
anoU-138.

A expressdo dos marcadores foi quantificada por citometria de fluxo, apdés 24h de tratamento com o
composto 2-AEH2F Sintético.(a) Expressao dos marcadores Caspase 3, P-53,Ciclin D1, CXCR4, CD44



e CD90 nas células controle; (b) Expressdo do marcadores Caspase 3, P-53,Ciclin D1, CXCR4, CD44
e CD90 na concentragédo de 24 mM ;(c) na concentragéo de 12 mM; (d) na concentracéo de 6 mM. Os
valores foram expressos como média + DP de trés experimentos independentes. As diferengas
estatisticas foram obtidas pelo teste ndo paramétrico de ANOVA seguido pelas comparag¢des multiplas
de Tukey-Kramer . Os valores de * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001, quando comparados entre as
diferentes fases do ciclo celular dos grupos controle x tratado (e)Graficos de densidade (dot plot)

representativos adquiridos no citdmetro MUSEBD® mostram a distribuicdo do numero de células com
a intensidade de fluorescéncia e a expressao do marcador.

410 Avaliacao da expressao dos marcadores em células tumorais de
glioblastoma humano U-138 apés tratamento com o quimioterapico

Temozolomida por citometria de fluxo

Apos o tratamento com o quimioterapico Temozolomida, foi possivel observar
que a expressao das proteinas Caspase-3 fosforilada, P-53, CXCR-4, CD-44 e CD-90
aumentaram significativamente apds o tratamento por 24 horas nas maiores
concentragdes quando comparado ao grupo controle (n&o tratado). Em contrapartida,
a expressao de ciclina D1 ndo apresentou alteragdes significativas. Os resultados nos
ajudam a sugerir que o tipo de morte celular que o quimioterapico temozolomida
promove é a necrose tumoral por expressar o marcador CXCR-4 juntamente com as
proteinas apoptoticas P53 e Caspase-3. Os dados estdo apresentados na figura 37
(A,B,C e D) média e desvio padrao, os dot plots estdo representados e adquiridos no
citbmetros FACS CANTO na figura 37 E.
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Figura 37 - Anadlise da expressdo de marcadores em células tumorais de glioblastoma
humano U-138.

A expressdo dos marcadores foi quantificada por citometria de fluxo, apés 24h de tratamento com o
quimioterapico Temozolomida.(A) Expressdo dos marcadores Caspase 3, P-53,Ciclin D1, CXCR4,
CD44 e CD90 nas células controle; (B) na concentragdo de 5mM ;(C) na concentragéo de 2,5 mM; (D)
na concentragdo de 1,25 mM. (E) Graficos de densidade (dot plot) representativos adquiridos no
citbmetro FACS CANTO BD® mostram a distribuicdo do nimero de células com a intensidade de
fluorescéncia e a expressao do marcador. Os valores sdo expressos como média + DP de trés
experimentos independentes. As diferengcas estatisticas foram obtidas por ANOVA e teste
decomparag¢des multiplas de Tukey Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001 obtidos pelas
comparacdes das diferentes fases do ciclo celular dos grupos controle x tratado



411 Avaliagao da expressdo dos marcadores em células normais de
Astrocitos de ratos apos tratamento com o composto 2-AEH2F Sintético

Nao houve alteragao da expressao das proteinas apoptaticas apods o tratamento
por 24 horas com o composto 2-AEH2F sintético, quando comparado ao grupo
controle. Todos os tratamentos nao apresentaram percentuais significativos de
alteracdo. Esses resultados s&o relevantes para este tipo celular e fazendo
possivelmente efeito benéfico, em que o composto 2-AEH2F sintético poderia estar
promovendo para os astrécitos em efeito para neuroprotegdo. Os dados estédo

apresentados na figura 38.
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Figura 38 - Analise da expressao de marcadores em células de astrécitos normais de ratos.

A expresséo dos marcadores foi quantificada por citometria de fluxo, apds 24h de tratamento com o
composto 2-AEH:2F Sintético.(a) Expressao dos marcadores Caspase 3, P- 53,Ciclin D1, CXCR4, CD44
e CD90 nas células controle; (b) na concentragéo de 24 mM ;(c) na concentragcdo de 12 mM; (d) ) na
concentracdo de 6 mM. Os valores sdo expressos como média + DP de trés experimentos
independentes. As diferengas estatisticas foram obtidas por ANOVA nado paramétrico e teste
decomparagdes multiplas de Tukey Kramer. ns= nao significativo, obtidos pelas comparagdes das
diferentes fases do ciclo celular dos grupos controle x tratado



4.12 Avaliagcdao da expressao dos marcadores em células normais de
Astrécitos de ratos apds tratamento com o quimioterapico Temozolomida por

citometria de fluxo

Apods o tratamento com o quimioterapico Temozolomida, foi possivel observar
que a expressao das proteinas Caspase-3 fosforilada, P-53, Ciclin D-1 e CXCR-4,
aumentaram significativamente apds o tratamento por 24 horas na maior
concentracdo quando comparado ao grupo controle. Em contrapartida, na menor
concentracdo nao houve alteragcbes significativas das expressdes das proteinas.
Observando esses resultados e comparando com as células tumorais de glioblastoma
humano U-138, sugere-se que a Temozolomida ndo apresenta especificidade e
seletividade entre as células normais e tumorais, apresentando o mesmo mecanismo
de morte celular para ambas com significativo graus de toxicidade. Os dados estao

representados na figura 39.
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Figura 39 - Analise da expressao de marcadores em células de astrécitos normais de ratos.

A expressdo dos marcadores foi quantificada por citometria de fluxo, apds 24h de tratamento com o
quimioterapico Temozolomida.(a) Expressdo dos marcadores Caspase 3, P- 53,Ciclin D1, CXCR4,
CD44 e CD90 nas células controle ; (b) na concentragao de 5 mM; (¢) na concentragao de 2,5 mM; (d)
na concentracdo de 1,25 mM.(E) Graficos de densidade (dot plot) representativos adquiridos no
citblmetro FACS CANTO BD® mostram a distribuicdo do nimero de células com a intensidade de
fluorescéncia e a expressdo do marcador Os valores sao expressos como média = DP de trés
experimentos independentes. As diferengas estatisticas foram obtidas por ANOVA nao paramétrico e
teste decomparagdes multiplas de Tukey-Kramer.

* p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001 e ns= ndo significativo, obtidos pelas comparac¢des das diferentes
fases do ciclo celular dos grupos controle x tratado



413 Analise do potencial elétrico mitocondrial (AMW) por citometria de
fluxo das células tumorais de glioblastoma humano U-138 apés tratamento com

o composto 2-AEH2F Sintético e o quimioterapico Temozolomida

As células de glioblastoma humano U-138 foram tratadas por um periodo de 24
horas com o composto 2-AEH2F sintético, observa-se na figura 40 que o tratamento
na concentragao de 24 mM reduziu o potencial de membrana mitocondrial aumentando
significativamente o percentual de despolarizagdo. Nos tratamentos com menores
concentragbes ndo houve mudancas siginificativas comparadas ao grupo controle
(figura 40).

No tratamento com o quimioterapico Temozolomida, por 24 horas, as células
tumorais de glioblastoma U-138 apresentaram alteracbes no potencial elétrico

mitocondrial mesmo nos menores niveis testados (figura 41).
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Figura 40. Avaliagcdo do potencial elétrico mitocondrial com a Rodamina 123 obtida por
citometria de fluxo apds o tratamento com o composto 2-AEH;F sintético.

(A) Grafico de barras das médias + desvio padrao do potencial elétrico mitocondrial em células de
glioblastoma humano (U-138); (B) Grafico de barras das médias = desvio padrdo do potencial
elétrico mitocondrial apoés tratamento com 2-AEH2F Sintético na concentragao de 24 mM. (C) Grafico
de barras das médias + desvio padrdo do potencial elétrico mitocondrial apés tratamento com o
composto 2-AEH:F Sintético na concentracdo de 12 mM. (D) Grafico de barras das médias + desvio
padrdo do potencial elétrico apds tratamento com o composto 2-AEHz2F Sintético na concentragéo
de 6 mM . Diferengas estatisticas obtidas entre os grupos nado tratados e tratados pelo teste de
Varidncia de ANOVA ndo paramétrico, seguido pelo teste de mudltiplas vias de Tukey- Kramer.
***p<0.001 e ns ( ndo significativo).
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Figura 41 - Avaliagdo do potencial elétrico mitocondrial com a Rodamina 123 obtida por
citometria de fluxo apés o tratamento com o quimioterapico Temozolomida.

(A) Gréfico de barras das médias + desvio padrdo do potencial elétrico mitocondrial em células de
glioblastoma humano (U-138); (B) Grafico de barras das médias + desvio padrao do potencial elétrico
mitocondrial apos tratamento com Temozolomida na concentragdo de 5 mM. (C) Grafico de barras das
médias + desvio padrdo do potencial elétrico mitocondrial apés tratamento com Temozolomida na
concentracdo de 2,5 mM. (D) Grafico de barras das médias + desvio padrdo do potencial elétrico
mitocondrial apds tratamento com Temozolomida na concentracdo de 1,25 mM. Diferengas estatisticas
obtidas entre os grupos nado ftratados e tratados pelo teste de Variancia de ANOVA néao
paramétrico,seguido pelo teste de multiplas vias de Tukey-Kramer.

***p<0.001 e ns ( ndo significativo).



4.14 Analise do potencial elétrico mitocondrial (AMW) por citometria de
fluxo das células de astrocitos normais de ratos apds tratamento com o

composto 2-AEH2F Sintético e o quimioterapicoTemozolomida

As células de astrécitos normais de ratos foram tratadas por um periodo de 24
horas com o composto 2-AEH2F sintético, observa-se na figura 42 que ndo houve
reducdo do potencial mitocondrial e nem alteragdo significativa do percentual de
despolarizacdo. Todos os tratamentos n&o apresentaram alteragdes siginificativas
guando comparamos ao grupo controle.

Pelo obtido no tratamento com o quimioterapico Temozolomida por 24 horas,
observa-se na figura 43, que as células de astrocitos normais de ratos apresentaram
maiores reducdes do potencial elétrico e despolarizagdo nos tratamentos de maiores
concentragdes e sem alteragdes significativas no tratamento de menor concentragao

quando comparado ao grupo controle.
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Figura 42 - Avaliagdao do potencial elétrico mitocondrial com a Rodamina 123 obtida por
citometria de fluxo apds o tratamento com o composto 2-AEH2F sintético.

(A) Gréfico de barras das médias + desvio padrdo do potencial elétrico mitocondrial em células de
astrocitos normais de ratos; (B) Grafico de barras das médias + desvio padrdo do potencial elétrico
mitocondrial apds tratamento com o composto 2- AEH2F Sintético na concentragédo de 24 mM s.

(C) Gréfico de barras das médias * desvio padrao do potencial elétrico mitocondrial apds tratamento
com o composto 2-AEH2F Sintético na concentragdo de 12 mM. (D) Grafico de barras das médias +
desvio padrdo do potencial elétrico mitocondrial apos tratamento com o composto 2-AEH2F Sintético
na concentracao de 6 mM . Diferencas estatisticas obtidas entre os grupos nao tratados e tratados pelo
teste de Varidncia de ANOVA seguido pelo teste de multiplas vias de Tukey- Kramer. * p< 0.05;
**p<0.01 e ***p<0.001 e ns ( ndo significativo).
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Figura 43 - Avaliacdo do potencial elétrico mitocondrial com a Rodamina 123 obtida por
citometria de fluxo apds o tratamento com o quimioterapico Temozolomida.

(A) Grafico de barras das médias + desvio padrao do potencial elétrico mitocondrial em células de
astrocitos normais de ratos; (B) Grafico de barras das médias + desvio padréo do potencial elétrico
mitocondrial apos tratamento com Temozolomida na concentragdo de 5 mM . (C) Grafico de barras
das médias * desvio padrao do potencial elétrico mitocondrial apds tratamento com Temozolomida na
concentracao de 2,5 mM. (D) Gréfico de barras das médias * desvio padrao do potencial elétrico apds
tratamento com Temozolomida na concentragcédo de 1,25 mM. Diferencas estatisticas obtidas entre os
grupos néo tratados e tratados pelo teste de Varidncia de ANOVA nao paramétrico, seguido pelo teste
de multiplas vias de Tukey-Kramer. ***p<0.001 e ns ( n&o significativo).



5 DISCUSSAO

O desenvolvimento de novas drogas antitumorais com alvos especificos, que
sejam eficientes contra o tumor e minimizem os efeitos colaterais dos
quimioterapicos convencionais, ainda hoje continua sendo o maior desafio da
medicina moderna. Nossos resultados sdao semelhantes aos descritos por outros
autores acerca das propriedades anti tumorais do 2-AEH2F, o que demonstra a
capacidade da sua citotoxicidade.

O monofosfoester 2-AEH2F é uma molécula envolvida no turnover de
fosfolipidios, agindo como um precursor na sintese de fosfolipidios de membrana,
entre eles fosfatidilcolina e da fosfatidiletanolamina, ambos participam das vias de
sinalizagéo lipidica atuando como ligantes ou gerando substratos intermediarios.
Nosso grupo de pesquisa utiliza o 2-AEH2F, e vem relatando seus efeitos
antiproliferativos em uma ampla variedade de linhagens de células tumorais. In vivo o
tratamento de camundongos com o 2-AEH2F exibe efeitos antiproliferativos em modelo
de leucemia promielocitica aguda (APL) reduzindo o numero de células mieloides
imaturas CD117 e Gr-1 na medula 6ssea, baco e figado. O 2-AEH2F reduz a expansao
de clones com expressao de CD34'/ CD117', CD34'e Gr-1' na medula dssea. Além
disso, 2-AEH2F induz a apoptose de células imaturas no baco e no figado.

O 2-AEH:2F apresenta efeitos antiproliferativos e pré-apoptéticos nas células do
melanoma induzindo uma parada na fase G2/M do ciclo celular com a perda do
potencial mitocondrial e aumento da atividade da caspase-3 fosforilada. O modelo de
carcinoma renal murino é mais sensivel a 2-AEH2F quando comparado as células
normais do tubulo proximal imortalizadas de ratos (IRPTC) e células endoteliais de
veias umbilicais humanas (HUVEC), também induzem a fragmentacdo nuclear e
afetam a organizagao do citoesqueleto através da ruptura dos filamentos de actina,
potencializando inibicao da formagao de metastase pulmonar em camundongos nude,

com uma eficacia superior quando comparado ao Sunitinibe.



O 2-AEH2F é citotoxico para células tumorais de adenocarcinoma de mama
humano MCF-7, ja para células de mama humano normal MCF10, apenas em
concentragbes muito mais altas. Induziu agregados de mitocéndrias no citoplasma e
fragmentacdo de DNA, bem como apoptose seguido por um aumento na expressao
da liberagao do citocromo c e atividade da capase-3 fosforilada, induzindo uma parada
do ciclo celular na fase G1, através da inibicdo da ciclina D1 e estimulando fosforilagao
da p53. Um destaque adicional deste estudo foi a descoberta de que 2-AEH2F modula
a expressao de Bcl-2, inibindo-a. Outros trabalhos mostram alteragdes nas
distribuicbes das populagdes celulares nas fases do ciclo celular, apresentando um
aumento do DNA fragmentado apds 48 h e parada na fase G2/M apdés 24 h, e
modulacdo da apoptose tardia (Ferreira et a. 2012; Santana-Lemos 2012; Freitas,
Levy, Ruiz, 2014). A forma sem fosfato do 2-AEH2F, a MEA, monoetanolamina ou
etanolamina, cuja absor¢do independe da agdo catalitica da ALP, foi a substancia
mais citotdxica e necrotizante entre as testadas, exibindo IC50% de 24h de 6,64 mM
no GBM SF- 295.

A formulacéao sintética do 2-AEH2F produziu valores de IC50% apds 24h de 44
mM enquanto que a formulagdo de 2-AEH2F da Sigma Aldrich, produziu IC50% de
24h de 69,89mM. Fotomicrografia representadas mostra a redugédo da adesividade
celular e aumento de células arredondadas, além da formacao de debris proporcional
a concentragdo do composto 2-AEH2F. A eletromicroscopia eletronica de varredura
mostra que algumas das células tumorais de glioblastoma humano de U-138
apresentam expansao citoplasmatica com a formacgao de corpos apoptéticos apds
exposicao ao 2- AEH2F sintético por 24h.

Os testes de viabilidade celular, realizados por periodos de 72h, mostraram
valores menores aos descritos apds 24h de exposicao, exibindo um valor de IC50%
para o 2-AEH2F de 43,4 mM. O acréscimo de 140 pM de pirofosfato ao experimento
reduz em 20% a toxicidade ao 2-AEH2F, que sobe para 56,03 mM do valor da |Cso%.
O pH acido e a presenga de cofatores enzimaticos minerais aumentaram
significativamente a toxicidade do 2-AEH2F ao SF-295, IC50% de 33 mM.

Nos astrécitos normais as concentragdes acima de 80 mM do



composto 2-AEH2F, foram muito bem toleradas nado apresentando efeitos
citotéxicos e sdo estimulados a mitose e ao aumento da densidade celular apds
exposicao ao 2-AEH.F, fato comprovado apds o ensaio de proliferagéo celular.

Quanto a funcionalidade da ALP sobre o composto 2-AEH2F, verifica-se que
como substrato competitivo ao 2 nitrofenil fosfato, reduz de forma proporcional a
criagdo de nitrofenol de maneira concentracdo dependente, enquanto que a
formulacéo sintética do 2-AEH2F bloqueia de forma muito mais efetiva a ALP, mesmo
com concentragdes baixas.

O inibidor competitivo da fosfatase alcalina — pirofosfato de sédio - funciona
como um bloqueador competitivo, o bloqueio parcial aumenta a velocidade de fluxo,
conforme o diagrama de Lineweaver Burk Plott, que € uma maneira de descrever a
funcao enzimatica sobre um substrato de forma linearizada; o grau de angulagao das
retas mostra o grau de afinidade enzima substrato e permite comparar diferentes tipos
de inibidores enzimaticos, se sdo competitivos ou ndo. O diagrama de fornece um
grafico de dupla reciproca é criado apds a plotagem da a velocidade inicial inversa
(1/V0) em funcao do inverso da concentracado do substrato (1/[S]). A Vmax pode ser
determinado com precisdo e, portanto, o Km & determinado em fungao linear. O Km
do composto 2-AEH2F para a atividade da ALP coletada do sobrenadante de células
tumorais GBM SF- 295 mostrou um valor de 4.6 mM e Ki de 6.3.

O 2-AEH2F sintético produz diminuicdo em G1 e parada em G2M, além de
produzir DNA fragmentado e debris celulares em todas as concentragées testadas. O
2-AEH2F Sigma , ndo produziu parada na fase do ciclo celular mas causou diminuigdo
das células na fase G1, de forma semelhante a formulagao sintética, causou necrose
em todas as concentracdes testadas. A Monoetanolamina, foi a que mais induziu
morte das células, mas nao produziu nenhum efeito significantemente mensuravel
sobre o ciclo celular, talvez por que prodizisse lise celular, uma vez que tem forte
poder osmético. Linhagens tumorais de glioblastoma humano U-138 expostos ao 2-
AEH2F, por 24h, exibem um valor de ICso0% de 24 mM e redugdo adesiva conforme se
eleva a concentragdo de 2-AEH2F. Por outro lado o tratamento por 48 horas, houve
aumento de toxicidade, valor da ICso%: 20 mM, embora tenha causado os mesmos
efeitos deletérios e citotdxicos como observado nas fotomicrografias.

O quimioterapico TMZ por 24 horas resultou no valor de ICs0% de 2,9 mM,



apresentando efeitos citotoxicos e deletérios, semelhantes aos causados pelo
composto 2-AEH2F embora algumas ceélulas ainda se mantenham aderentes e com
formato semelhante aos grupos nao tratados.

Da mesma forma que o observado com o composto 2-AEH2F, o maior tempo
de exposicdo a TMZ por 48h, em células tumorais de glioblastoma humano U-138,
também reduziu o valor de 1Cs0% para 2,4 mM.

Astrocitos normais de rato expostos a TMZ por 24h resultam no valor de [Cs0%
de 2,1 mM, e por 48h o valor da ICso% foi reduzida para 1,4 mM. O 2- AEH2F sintético,
no ciclo celular das células de tumorais de glioblastoma humano U-138, causou
reducéo de G1 e G2M além de parada na fase S, e conforme eleva-se a concentragéo
progressivamente ha aumento no préprio DNA fragmentado. O quimioterapico TMZ
também produziu aumento proporcional de necrose e redugao nas fases G1e S.

O impacto sobre o ciclo celular das células tumorais de glioblastoma humano
U138 foram testados usando-se os valores de ICso% de 24h do 2- AEH:F e do
quimioterapico TMZ, mostraram diminuicdo da fase G1, parada na fase S e
progressivamente aos seus niveis o aumento do DNA fragmentado. O efeito destas
concentracoes de 2-AEH>F e TMZ em astrécitos normais de ratos ndo demonstram
nenhum efeito com relagdo ao 2-AEH:2F, entretanto houve importante impacto da TMZ
no ciclo celular dos astrocitos, ocorrendo parada na fase G1, reducao da fase S, e nas
concentragdes mais elevadas, parada em G2/M. Ao contrario, astrocitos proliferam no
valor de ICs0% do composto 2- AEH2F sintético.

Avaliamos a expressdo de marcadores do ciclo celular em células tumorais de
glioblastoma humano U138 apds exposicao por 24h ao 2- AEH2F, havendo aumento
da proteina p53 e de caspase 3 fosforilada, conforme a concentragéo de 2-AEH2F.O
quimioterapico TMZ elevou a expresséo de varios marcadores na célula tumoral de
glioblastoma humano U-138, como caspase 3, p53, CD44 e diminuigdo da expressao
do marcador CD-90 nas concentragdes de 2,5 e 5 mM, sem efeito mensuravel a 1,25
mM. Em astrécitos normais o composto 2-AEH2F apds 24h de exposi¢ao, ndo produziu
nenhum efeito significativo sobre a expressao destes marcadores. O quimioterapico
TMZ em astrocitos causou, conforme a concentragao, elevacao da proteina p53



e da caspase 3 fosforilada, e nas concentragdes mais elevadas, 5 mM, houve
aumento adicional da Ciclina D1 e expressdo de CXCR4, a concentragéo de 1,25 mM de
TMZ ndo mostrou nenhum efeito significativo.

O impacto do composto 2-AEH2F no potencial de membrana mitocondrial nas
células tumorais de glioblastoma humano U-138 foi alterado, encontrando- se no valor
de IC50% de 2-AEH2F, alteracao significativa no potencial elétrico, da mesma forma
que encontramos com a TMZ, nas concentragdes de 5 mM, 2,5 mM e 1,25 mM. Os
astrécitos normais de rato ndo sofrem qualquer alteragao na polarizagao da membrana
mitocondrial na concentragao referente ao ICs0% das celulas tumorais de glioblastoma
humano U138 com respeito ao 2-AEH2F, o contrario do que se observa com a TMZ
que modifica significativamente o potencial mitocondrial nas concentracbes de 1,25
mM, 2,5 mM e 5 mM.

A toxicidade do composto 2-AEH2F poderia se dar por meio da agao da ALP,
um marcador de indiferenciagédo e resisténcia, ndo s6 em GBMs mas também em
outros microambientes tumorais (MAT) como nas metastases oésseas, leucemias e
hepatocarcinomas (Metwally, Zuhdy,Hamdy, Ezzat, 2020). Segundo propde a teoria
da presenga de stem cells tumorais o progndstico é proporcional a capacidade
do micro MAT em produzir células tumorais indifereciadas, (Wang Ke, et al) ou seja
que exibam marcadores de

indiferenciagcao, como a ALP ( Metwally, Zuhdy, Hamdy, Ezzat, 2020).

Inibidores da ALP diminuem a toxicidade do composto 2-AEH2F enquanto
cofatores minerais em pH acido, que em parte mimetizam o MAT, ndo apenas
aumentaram a toxicidade ao 2-AEH2F como aumentaram a fungdo catalitica da
enzima se comparado ao 2-AEH2F na presenga do inibidor competitivo pirofosfato.

Os dados da literatura sobre as propriedades antitumorais da 2-AEH2F
mostraram que o mecanismo de morte tumoral se deve a necrose decorrente da
ruptura de membrana, devido seu poder osmotico fazendo-as circulares, e também
ao seu efeito sobre o potencial de membrana mitocondrial com subsquente
extravasamento de proteinas pré apoptéticas, como o citocromo C, que é ativador
das caspases 3 (Elena-Real, Diaz-Quintana, 2018). Para que esse mecanismo de
morte tumoral ocorra seletivamente dentro do MAT, além da prévia agao da ALP, ha

a necessidade da absorcédo ao intracelular do composto 2-AEH2F e subsequente



incorporagao ao diacil glicerol e formacéao da fosfatidiletanolamina (PE) através da via
Kennedy, 1956).

A formacao de PE pela via Kennedy inibe a outra via de biosintese de PE, que
se da por meio das fosfatidilserinas (PS) descaboxilases, que transformam PS em PE
no reticulo endoplasmatico, PSD2 localizada em uma regido chamada de mitocondrial
associagdo membranas e a PSD1 que é mitocondrial. A maior parte da PE
mitocondrial € proveniente destas duas enzimas PSDs s&o fundamentais para a
funcionalidade do citocromo bc1 também conhecido como complexo Ill da cadeia
respiratoria (Calzada, Avery,Sam, Modak, Wang, 2019). Uma caracteristica comum
dos MATs é hipdxia, inflamacdo e a desnutricdo, ativadoras de mecanismos de
autofagia mTOR dependentes, que guardam correlagdo direta com o prognostico
reservado em neoplasias (M Paquette, L EI- Houjeiri, A Pause 2018). De forma
especifica, a desnutricdo tem impacto direto na disfuncdo do gene Pcyt2 que
transcreve 3 iso enzimas responsaveis pela incorporagdo do 2-AEH2F & cabeca
hidrofilica da PE (Osawa et al., 2019). Disfungbes da Pcyt2 levam ao acumulo intra
tumoral especificamente nas regides pouco vascularizadas do MAT, da substancia
que aqui testamos como anti tumoral, o 2-AEH2F. Como o 2-AEH2F n&o é
incorporado para a formacéao dos fosfolipides de membrana, acumula-se de forma
patoldgica junto com o outro substrato enzimatico, o diacil glicerol, cuja presenga se
associa a peroxidacéo lipidica/inflamacéao (Griner, Kazanietz, 2007). Os niveis intra
tumorais de 2-AEH:F guardam correlagdo direta com o mal prognéstico em
diferentes tipos de tumores agressivos (Osawa et al., 2019). O estudo do MAT

mostra que as células desnutridas e consequentemente faléncia da incorporagéo do

2-AEH2F a PE, se caracterizam por circundarem tecidos necroticos e microvasos
sanguineos, que também guardam correlagdo positiva com o mal progndstico em
diferentes tipos de neoplasias agressivas (Osawa et al, 2019). A sensibilidade da
Pcyt2 a desnutricdo ocorre pela especificidade que o gene exibe as variagbes nas
concentragdes teciduais de glutamina (Osawa et al, 2019). Glutamoptose é a indugao
de morte celular apoptética por oferta de glutamina como consequéncia da ativacao
aberrante da glutamindlise e da sinalizagdo mTORC1 secundario ao desequilibrio
nutricional nas células em proliferagéo dentro do MAT (Rabanal-Ruiz et al,2017).
Glutamina é um aminoacido nao essencial precursora da glutationa cujo

maquinario proteico responsavel pela sua transformagédo em alfa ceto glutarato exibe



ativacdo aberrante em células tumorais. Tumores sao avidos e deficientes de
glutamina e o uso em suplementos contendo glutamina para pacientes oncoldgicos
parece ter efeito positivo (Bodineau et al., 2021).

Embora exista a possibilidade deste amino acido estimular ainda mais o
crescimento tumoral, basicamente por fornecer energia ou seja ATP, quando se
fornece glutamina, exclusivamente em uma condigdo de desnutricdo, ocorre a
ativagdo de um mecanismo de morte celular mTORC1 dependente, definido como
glutamoptosis; indugéo de apoptose por inibicdo da autofagia (Bodineau et al., 2021).

Desta forma, a toxicidade do composto testado 2-AEH2F é dependente das
concentragdes de glutamina, via Pcyt2, garantem que o composto 2-AEH2F ofertado
va para a biosintese de membranas, da PE reduzindo o DAG tecidual e por
consequénca sua expressao, considerada fundamental no desenvolvimento de
diferentes tumores (Griner, Kazanietz, 2007) .

A biosintese de PE pode estimular a apoptose por outras formas como por
exemplo, pela hidrolise da PE por fosfolipases, formando N acil etanolaminas como a
anandamida que induz apoptose ou anti inflamagéo ao interagir com receptores
canabinoides especificos em gliomas (Schmid et al., 2002). A ligagdo da anandamida
extracelular aos receptores canabindides tipo 1 ou 2 (CB1R ou CB2R) gera varias vias
de transducao de sinal, conforme o tipo de célula. A ativagdo de CB1R ou CB2R
incrementa a concentracao intracelular de ceramida, que ativa a cascata Raf1/ERK,
ativando a via JNK/p38 MAPK levando a apoptose. A ligagdo da anandamida ao
CB1R pode produzir ROS e inibicdo da proteina quinase A e do produto do oncogene
K-ras p21ras ativando a p42/p44 ERK, todos levando a apoptose. Ademais a
anandamida pode ativar VR1 intracelular, produzindo eventos pré-apoptéticos, como
a elevacao do calcio intracelular e ativagao da cascata de araquidonato por meio das
vias COX e LOX, reducgéo no potencial mitocondrial (AW), aumento da liberagdo de
citocromo C e ativagdo de caspase-3 e caspase-9, (Maccarrone, Finazzi-Agro, 2003)
exatamente como descrito com o uso de 2-AEH2F (Ferreira et al.,2012; Ruiz, 2014).
Esses efeitos citotoxicos da anandamida em VR1 sdo inibidos pela ativacéo
simultanea de CB1R, em células neuronais, ou CB2R, em células imunes, ja em
astrécitos, a ativacdo do CB1R pela anandamida também pode estimular a via
PI3K/PKB, produzindo prote¢do contra a apoptose (M Maccarrone, Finazzi-Agro.,
2003). Ou seja, o segundo mensageiro lipidico anandamida, resultante da hidrélise

da PE por meio da acao de fosfolipases, é toxica para gliomas e inibidor da apoptose



em astrocitos e em células imunes. Nossos resultados com astrocitos mostram que o
2-AEH2F poderia ter um efeito inibidor sobre a morte de astrécitos produzidas por
quimioterapicos de primeira linha como a TMZ, uma vez que o 2-AEH2F favorece a
proliferagéo celular de astrécitos nas doses toxicas as linhagens de GBM.

As etanolaminas no intracelular tem um reconhecido efeito anti-
envelhecimento (Rockenfeller,Carmona-Gutierrez, 2016) sao indutoras da autofagia
(Rockenfeller, Koska, Pietrocola, 2015) e inibem a biosintese de proteinas pribnicas
que formam as plascas amiléides caracteristicas de doencas neurodegenerativas
(Uchiyama, Hara, Chida, Pasiana, 2021)

A administracao intraperitoneal de 1000 mg/kg do composto 2-AEH2F aumenta
a sobrevida dos camundongos xenotransplantados com tumores no dorso, Hela, da
mesma forma que 100 mg/kg de etanolamina também o fazem (Osawa et al., 2019). A
dose administrada de 1000 mg/kg eleva a concentragdo tecidual em 0.35 mM. A
concentracéo fisioldgica tecidual de 2-AEH2F oscila entre (0.8- 1.4)mM. Em humanos,
a concentragado necessaria para produzir semelhante aumento tecidual de 0.35 mM
€ da ordem de 700-500 mg, aparentemente factivel, diante do peso molar do 2-AEH2F
que é de 141 g/mol.

Acreditamos que mais estudos pré-clinicos devem ser realizados, associando-
se glutaminae outros compostos moduladores do metabolismo ao composto 2-AEH2F,
com objetivo de verificar se ha ou ndo sinergia aditiva citotdxica ou anti- inflamatoria.
Talvez a glutamina seja tao seletiva no desnutrido micro ambiente tumoral quanto o 2-
AEH2F é seletivo por meio da fungdo catalitica do marcador de indiferenciacédo e
agressividade, que sdo as ALPs, cuja concentracdo e funcgdo catalitica estdo
aumentadas no MAT inflamatério. Potencialmente a ALP é um interessante alvo

molecular ao 2-AEH2F e mais estudos pré clinicos deveriam ser conduzidos.



6 CONCLUSOES

e Os compostos comerciais e sintéticos do composto aminofosfoéster 2- AEH2F
foram citotdéxicos para as células de glioblastoma humano e favorecendo a
proliferagcdo em células de astrocitos normais, diferente do quimioterapico TMZ que
se mostrou toxico aos astrocitos, alterando o potencial de membrana mitocondrial, a
distribuicdo das fases do ciclo celular e a expressao de proteinas vinculadas a
apoptose e resisténcia;

¢ Inibidores enzimaticos reduziram a toxicidade do composto 2-AEH2F em
células GBM SF295 e cofatores enzimaticos em pH acido favoreceram a morte celular;

¢ Inibidores enzimaticos competitivos de fosfatases alcalinas, pirofosfato de
sodio, reduziu a produgdo de nitrofenol a partir do substrato nitrofenil fosfato,
enquanto cofatores enzimaticos em pH acido reduziram o Km enzimatico;

e Neste trabalho, foram determinadas a velocidade da fosfatase alcalina na
presenga do composto 2-AEH2F que exibiu Km de 4,6 mM nos tratamentos da células
de glioblastoma humano SF-295;

e O composto 2-AEH2F sofre acao da fosfatase alcalina, sendo um dos possiveis
mecanismos de controle da proliferacao celular em glioblastomas;

e As fases do ciclo celular foram modificadas, redugdo da fase GO/ G1
seletivamente com parada nas fases S e G2/M com aumento do DNA fragmentado,
dependente da concentragdo do composto 2-AEH2F Sintético ou da Sigma ou mesmo
da monoetanolamina, da mesma forma que o quimioterapico TMZ com diferentes
perfis de seletividade e concentragoes;

e O tratamento das células tumorais de glioblastoma humano SF-295, com os
compostos 2-AEH2F Sintético, mostrou positivamente a modulagdo do potencial

antiproliferativo e pro-apoptético.
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