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GLIOBLASTOMA HUMANO

RESUMO: O glioblastoma multiforme (GBM) é o
tipo de astrocitoma primario maligno e de maior
ocorréncia. E responsavel por mais de 60% de
todosostumorescerebraisemadultos.Apesarda
variedade de terapias modernas contra o GBM,
ainda é uma doenga mortal com progndstico
extremamente ruim. Os pacientes geralmente
tém uma sobrevida média de aproximadamente
14 a 15 meses a partir do diagnéstico. O objetivo
deste estudo foi avaliar os efeitos citotoxicos
e antiproliferativos de trés monofosfoesteres
(MFE) em células de glioblastoma multiforme
humano U-138. A determinacdo da atividade
citotoxica dos compostos foi avaliada pelo
método colorimétrico MTT. O tratamento com o
MFE-1 apresentou citotoxicidade para a célula
tumoral U-138, com valores de IC,, 18,16
e 11,6 mM no periodo de 24 e 48h, gerando
alteracbes morfologicas de toxicidade. Para
o tratamento com MFE-2 o valor de IC,,, foi
de 30,22 e 25mM nos periodos de 24 e 48h,
com alteragdes significativas na morfologia e
reducdo da confluéncia. O composto MFE-3
nao foi efetivo para o tratamento in vitro das
células tumorais U-138, com valores de IC,,,
76,74 e 67,8 mM. Quando comparando 0s
compostos em relacdo a efetividade in vitro,
sua capacidade antiproliferativa e citotdxica
para a célula de glioblastoma multiforme U-138,
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o monofosfoester 1 apresentou menor IC, ., em ambos os periodos de tratamento, 24
e 48h, em comparag¢ao com os demais compostos testados. O MFE-3 ndo apresentou
um resultado significativo, obtendo um IC, , 4 vezes maior que o monofosfoester 1 no
periodo de 24h e aproximadamente 6 vezes maior quando comparando o valor obtido
para o periodo de 48h.

PALAVRAS-CHAVE: Glioblastoma, monofosfoester, cancer, citotoxicidade

ANTIPROLIFERATIVE POTENTIAL OF LIPIDIC MONOPHOPHOSTERES IN
HUMAN GLIOBLASTOMA CELLS

ABSTRACT: Glioblastoma multiforme (GBM) is the most common type of malignant
primary astrocytoma. It accounts for over 60% of all brain tumors in adults. Despite the
variety of modern therapies against GBM, it is still a deadly disease with extremely poor
prognosis. Patients usually have an average survival of approximately 14 to 15 months
from diagnosis. The aim of this study was to evaluate the cytotoxic and antiproliferative
effects of three monophosphoesters (MFE) on U-138 human glioblastoma multiforme
cells. The determination of cytotoxic activity of the compounds was evaluated by the
MTT colorimetric method. Treatment with MFE-1 presented cytotoxicity to tumor cell
U-138, with IC50 values 18.16 and 11.6 mM in the 24 and 48h period, generating
morphological changes of toxicity. For the treatment with MFE-2 the IC50% value was
30.22 and 25mM in the 24 and 48h periods, with significant changes in morphology
and reduction of confluence. Compound MFE-3 was not effective for in vitro treatment
of U-138 tumor cells, with 1C50% values 76.74 and 67.8 mM. When comparing the
compounds with respect to their in vitro effectiveness, their antiproliferative and cytotoxic
capacity for the U-138 glioblastoma multiforme cell, monophosphoester 1 had a lower
IC50% in both treatment periods, 24 and 48h, compared to the other compounds.
Monophosphoester 3 did not present a significant result, obtaining an IC50% 4 times
higher than monophosphoester 1 in the 24h and approximately 6 times higher when
comparing the value obtained for the 48h treatment.

KEYWORDS: Glioblastoma, monophosphoester, cancer, cytotoxicity

11 INTRODUCAO

Ao sistema nervoso central (SNC) pertencem um grupo heterogéneo de
canceres gliais e nao gliais raros, sendo os gliomas responsaveis pela maioria de
todos os tumores malignos do sistema nervoso central em adultos, representando
81% dos tumores malignos do cérebro, sdo altamente vascularizados e resistentes
a apoptose (CROCETTI et. al, 2012). O glioblastoma multiforme (GBM), um
glioma de grau |V, é o tumor cerebral maligno primario mais comum em adultos.
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Embora o GBM seja um tumor raro com incidéncia global inferior a 10 por 100.000
pessoas, seu mau prognostico com taxa de sobrevivéncia de 14 a 15 meses, apds o
diagnéstico o torna um problema crucial de saude publica (CROCETTI et. al, 2012;
OSTROM et. al, 2014; OSTROM E GITTLEMAN, 2014). Nao ha terapias eficazes
atuais para a doenca, o prognéstico para pacientes com GBM é ruim, com uma
sobrevida mediana de no maximo 14 a 16 meses, a taxa de sobrevida para 5 anos
€ de ~5,5% (CROCETTI et. al, 2012; GILBERT et. al, 2014; CHINOT et. al, 2014;
TAAL et. al, 2014).

O padraode cuidados atual para GBM envolve resseccgao cirurgica e tratamentos
de acompanhamento com radioterapia e quimioterapicos, como temozolomida
(TMZ), bem como bevacizumab, um anticorpo monoclonal direcionado ao fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF). Embora a TMZ seja considerada um
dos agentes quimioterapéuticos mais eficazes para prolongar a sobrevida dos
pacientes com GBM (LAl et, al, 2018), esses tratamentos, incluindo a TMZ, nao
proporcionaram nenhuma sobrevida a longo prazo, e a recorréncia € muito comum.
A recorréncia de gliomas de grau IV é devida a dificuldade de se obter uma secéo
cirargica grosseira, associada a resisténcia a quimioterapia (principalmente TMZ)
(SHI et. al, 2017; FISHER et. al, 2007) e radioterapias (FURNARI et. al, 2007; LIU et.
al, 2016). Células iniciadoras de glioma que possuem propriedades semelhantes a
células tronco tém sido associadas a resisténcia a terapia e progressdao (HAPPOLD
et. al, 2018; WANG et. al, 2017).

O principal mecanismo responsavel pela citotoxicidade da TMZ & metilar o
DNA nas posicdes N7 e O6 na guanina, o que leva a falha do sistema de reparo
na fita de DNA para encontrar uma base complementar para a guanina metilada
resultando em erros no DNA e consequentemente bloqueia o ciclo celular na fase
G2-M e desencadeia apoptose. Contudo, altos niveis de atividade da metil-guanina-
metil-transferase (MGMT) em células tumorais estdo associados a fraca resposta
a temozolomida. O MGMT é uma proteina critica de reparo do DNA que protege as
células tumorais contra agentes quimioterapéuticos alquilantes.

Diante dos fatores limitantes das terapias ofertadas para o tratamento do
GBM e a escassez de agentes terapéuticos eficazes e que possibilitem um melhor
prognostico, novas pesquisas que possibilitem o desenvolvimento de moléculas
alvo especificas se tornam esséncias.

O 2-aminoetil Dihidrogeno Fosfato (2-AEH,F - MFE) é uma molécula envolvida
no turnover de fosfolipidios, agindo como um precursor na sintese de alguns
fosfolipidios de membrana (EYSTER, 2007). Nosso grupo utiliza o 2-AEH2F, e vem
relatando seus efeitos antiproliferativos em uma ampla variedade de linhagens
tumorais. In vivo o 2-AEH2F exibe efeitos antiproliferativos no modelo de leucemia
promielocitica aguda (APL) e leucemia mieloide crénica (K562), células do melanoma
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murino B16-F10, para o modelo de carcinoma renal murino RENCA, também
apresentando citotoxicidade para células adenocarcinoma de mama humano MCF-
7, MDA MB-231, T-47D e hepatocarcinoma murino Hepaicic7 (FERREIRA et al.,
2011; FERREIRA et al., 2013a; FERREIRA et al., 2013b; MARIA et al., 2014; SILVA,
2016; LUNA et al., 2016; LAVELI-SILVA, 2019; OLIVEIRA, 2019).

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos citotoxicos e antiproliferativos de
trés monofosfoesteres em células de glioblastoma multiforme humano U-138.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Cultura Celular

Foi utilizada a linhagem tumoral de glioblastoma U-138, originaria da ATCC,
tendo como coédigo HTB-16™, tendo mantida e estocada no banco de células
pelo Dr. Durvanei Augusto Maria (Lab. Biologia Molecular, Instituto Butantan).
Apds descongelamento as células foram transferidas para garrafa de cultura
celular (25 cm?), contendo o meio de cultura DMEM sem fenol vermelho (Cultilab,
Campinas-SP) suplementado com soro fetal bovino 10%, bicarbonato se sddio 200
mM, pH 7,4 em estufa 5% CO2 a 37°C. As células dispostas em monocamada
foram submetidas a dissociacdo enzimatica com solucéo de tripsina 0,2% + EDTA
(Ethylenediamine tetraacetic acid) 0,02%, para que ocorra o desprendimento das
células. A neutralizagcdo enzimatica foi feita utilizando o mesmo meio de cultura
DMEM contendo 10% SFB. Apé6s a neutralizagao as células em suspensao foram
contadas em camara de Neubauer e a concentracdo ajustada para 10° células/mL.
A viabilidade celular foi determinada pelo teste de exclusdao pelo azul de Tripan,
sendo considerada ideal para a execucao dos experimentos a viabilidade superior
a 94%.

2.2 Determinacao da atividade citotéxica pelo método MTT

As células tumorais foram incubadas em placas de 96 orificios a concentragéo
1x10° células/mL durante 24 e 48 horas e tratadas com o 2-AEH,F em diversas
concentragdes. Apds 24 horas de tratamento o sobrenadante foi coletado em
outra placa e adiciona-se 100 yL de MTT (Calbiochem — Darmstadt, Alemanha)
na concentracdao de 5 mg/mL, as células formam incubadas por 3 horas em
estufa contendo 5% de CO2 a 37°C. Apoés este periodo, o conteudo foi removido
e acrescenta-se 100 yL de alcool metilico para dissolver os cristais de formazan
formados e precipitados. A quantificacdo da absorbancia foi feita em leitor de ELISA
em comprimento de onda de 540 nm. A concentragdo que induz toxicidade em 50%
das células (IC_)) foi determinada no tratamento apés 24 e 48 horas em diferentes
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concentragdes para avaliacédo do efeito dose-resposta.

2.3 Analises estatisticas

Todos os valores obtidos das diferentes linhagens celulares foram expressos
em média = desvio médio e apOs a obtencdo dos valores individuais de cada
linhagem celular tratada e controle, os resultados serédo tabelados e analisados
no programa Graphpad, Version 4.0 e InstatPad Prism Version 5.0. A analise dos
dados foi realizada pelas comparacdes de dois ou mais grupos com distribuicao
nao parameétrica utilizando-se a analise de variancia (ANOVA), seguida do teste de
comparacao multipla de TUKEY-KRAMER, considerando como nivel critico para
significancia valores de p< 0.05.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

As células tumorais U-138 foram incubadas e tratadas com MFE-1 em
concentragdes de 0,781 a 200 mM, durante 24 e 48h. ApGOs o tratamento de 24h para o
MFE-1, foi observado alteracbes morfoldégicas como retragéo citoplasmatica a partir
da concentracédo de 12,5 mM, lise celular, formacdo de detritos no sobrenadante,
perda de adesao e reducao da confluéncia a partir da concentragcao de 25 mM
(Figura 1).
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Figura 1. Fotomicrografias das analises morfolégicas das células tumorais U-138 tratadas com
o0 MFE-1 no periodo de 24 horas. (A) Controle (B) 0,781mM (C) 12.5mM (D) 25mM (E) 100mM
(F) 200mM.

Apoés tratamento por 48h, foi observado efeitos citotoxicos com o aumento
percentual de morte celular, perda de adesao celular, fragmentacédo da membrana
citoplasmatica e perda de progressédo dos processos citoplasmaticos (Figura 2). A
concentragdo necessaria de MFE-1 para obter a IC,,, foi de 18,16 e 11,6 mM no
periodo de 24 e 48h respectivamente (Figura 3 A-B).
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Figura 2. Fotomicrografias das analises morfolégicas das células tumorais U-138 tratadas com
o MFE-1 no periodo de 48 horas. (A) Controle (B) 0,781mM (C) 12.5mM (D) 25mM (E) 100mM
(F) 200mM.

ICsg4, 11.6 mM

Viabilidade Celular (%) U-138
Viabilidade Celular (%) U-138

LEFLPS PSS

Concentragiao (mM)

Figura 3. Determinacéo da citotoxicidade em células tumorais U-138 pelo método colorimétrico
MTT. O grafico mostra a correlagéo do efeito citotoxico expresso em média + DP de trés
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experimentos independentes. As células foram tratadas com diferentes concentracdes do MFE-
1 durante o periodo de 24 € 48 horas. (A) 24h de tratamento (B) 48h de tratamento.

O tratamento com o composto MFE-2 foi observada uma diminuicdo na
densidade celular e um aumento das células com retracao citoplasmatica e formacéao
de detritos celulares no sobrenadante a partir da concentragcéo de 25mM no periodo
de 24h (Figura 4). O tratamento no periodo de 48h ndo apresentou alteracdes
significativas quando comparado com o tratamento de 24h (Figura 5). O valor de
IC. ., obtido foi de 30,22 e 25 mM nos periodos de 24 e 48h (Figura 6).

50%

Figura 4. Fotomicrografias das analises morfolégicas das células tumorais U-138 tratadas com
0 MFE-2 no periodo de 24 horas. (A) Controle (B) 0,781mM (C) 12.5mM (D) 25mM (E) 100mM
(F) 200mM.
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O composto MFE-3 néo apresentou uma efetividade para o tratamento in vitro
do GBM. No periodo de 24 e 48h de tratamento as primeiras alteragdes morfoldgicas
como retracédo citoplasmatica e lise celular sé foi observada na concentracéo
de 100mM (Figura 7). A total inviabilizacdo s6 foi observada na dose aguada do
tratamento na concentracdo 200 mM, ndo apresentando citotoxicidade a célula
teste. O IC50% obtido para esse composto foi de 76,74 e 67,8 mM no periodo de 24
e 48h respectivamente (Figura 8).

Figura 5. Fotomicrografias das analises morfolégicas das células tumorais U-138 tratadas com
0 MFE-2 no periodo de 48 horas. (A) Controle (B) 0,781mM (C) 12.5mM (D) 25mM (E) 100mM
(F) 200mM.

Ciéncias da Saude: Campo Promissor em Pesquisa Capitulo 23



ICs04 30,22 mM ICspy 25 MM

Viabilidade Celular (%) U-138
Viabilidade Celular (%) U-138

Concentragao (mM) Concentragao (mM)

Figura 6. Determinacao da citotoxicidade em células tumorais U-138 pelo método colorimétrico
MTT. O grafico mostra a correlagao do efeito citotdxico expresso em média + DP de trés
experimentos independentes. As células foram tratadas com diferentes concentra¢des do MFE-
2 durante o periodo de 24 e 48 horas. (A) 24h de tratamento (B) 48h de tratamento.

Quando comparando os compostos em relacao a efetividade in vitro, sua
capacidade antiproliferativa e citotoxica para a célula de glioblastoma multiforme

U-138, o MFE-1 apresentou menor IC_ ., em ambos os periodos de tratamento, 24

50%
e 48h, em comparacao com os demais compostos testados. Pode ser observar
claramente nas fotomicrografias as alteragdes morfologicas causadas pela molécula.

O composto MFE-2 apresentou um IC_, intermediario, ndo sendo tao especifico

0%
quanto o primeiro, resultado obtido devido a composicdo e a distribuicdo das
moléculas contidas na solug¢éo, levando em conta o grau de pureza do composto.
O composto MFE-3 n&o apresentou um resultado significativo, obtendo um IC_ ., 4
vezes maior que o monofosfoester 1 no periodo de 24h e aproximadamente 6 vezes
maior quando comparando o valor obtido para o periodo de 48h (Figura 9).
Resultados semelhantes foram encontrados em outros trabalhos desenvolvidos
pelo nosso grupo, onde a viabilidade celular avaliada ap6s o periodo de 24h mostrou
reducéo da viabilidade celular dependendo da concentracao e do tempo para células
de triplo negativo humano e leucemia mieldide crénica (LAVELI-SILVA et al., 2019

e Oliveira et al., 2019).
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Figura 7. Fotomicrografias das analises morfolégicas das células tumorais U-138 tratadas com
0 MFE-3 no periodo de 24 horas. (A) Controle (B) 0,781mM (C) 12.5mM (D) 25mM (E) 100mM
(F) 200mM.
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Figura 8. Determinagéo da citotoxicidade em células tumorais U-138 pelo método colorimétrico
MTT. O grafico mostra a correlagéo do efeito citotoxico expresso em média + DP de trés
experimentos independentes. As células foram tratadas com diferentes concentragcdes do MFE-
3 durante o periodo de 24 e 48 horas. (A) 24h de tratamento (B) 48h de tratamento.
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Figura 9. Determinacao da citotoxicidade pelo método colorimétrico MTT. O grafico comparativo
mostra a correlagéo do efeito citotdxico expresso em média + DP de trés experimentos
independentes. Tratamentos em diferentes concentra¢des no periodo de 24 e 48 horas de MFE
distintos. (A) Comparativo no periodo de 24h (B) Comparativo no periodo de 48h.

Varios estudos foram publicados mostrando que os fosfolipidios antineoplasicos
atuam nas membranas celulares dos tumores, interferindo na renovacédo dos
fosfolipidios em contraste com os quimioterapicos convencionais. Esse processo
ocorre devido a sua estabilidade, na qual suas ligagcbes ndo sdao metabolizadas e
podem interferir nos lipidios sinalizadores, causando apoptose em células tumorais
malignas (VANBLITTERSWJIK et al., 2008).

O monofosfoester (MFE) foi citotoxico para todas as linhagens celulares
tumorais estudadas pelo nosso grupo de pesquisa: EAT (tumor de Ehrlich
ascites); Células B16F10 (melanoma murino); Células MCF7 (adenocarcinoma de
mama humano); Células H292 (cancer de pulmao); Células SKMEL-28, MEWO
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(melanoma humano), MDA MB-231 (iriplo negativo humano) e K562 (Leucemia
mielbide crdnica). Além disso, o tratamento com monofosfoester nao foi citotdxico
para células normais, como fibroblastos e células endoteliais (FERREIRA et al.,
2012; FERREIRA et al., 2013a; FERREIRA et al., 2013b; LAVELI-SILVA et al., 2017;
LAVELI-SILVA et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2019) . Os resultados dos ensaios de
citotoxicidade indicam que o monofosfoester promove seus efeitos antitumorais por
meio de um mecanismo que parece ser comum a todas as células sem promover

efeitos citotoxicos significativos nas células normais.

41 CONCLUSAO

O tratamento tipico para glioblastoma envolve ressec¢éo cirurgica da massa
tumoral, seguida de radioterapia e quimioterapia. No entanto, essas terapias
geralmente sdo ineficazes dadas a alta taxa de recidiva, o aparecimento geral
de resisténcia ao tumor ao longo do tempo, associado a uma grave deterioracéao
neurolégica do paciente. Neste estudo um novo potencial terapéutico com
os monofosfoesteres para células de glioblastoma multiforme humano U-138,
0s quais apresentam efeitos apoptético, citotdxico e antiproliferativo seletivos
independentemente do perfil de resisténcia que a célula apresenta a terapia

existente.
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