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RESUMO

Gliomas sao tumores do sistema nervoso central (SNC) com origem nas células gliais ou em
suas progenitoras e correspondem a aproximadamente 50% dos tumores primarios do SNC. O
glioblastoma multiforme (GBM) ¢ o tipo de glioma mais comum e mais agressivo e sua terapia
padrdo ¢ a resseccdo cirurgica seguida de radio e quimioterapia. A temozolomida (TMZ) ¢é o
principal quimioterapico utilizado no combate ao GBM, mas apesar dos avancos nos
tratamentos, a sobrevida dos pacientes continua abaixo dos 15 meses. Esse progndstico ruim
pode ser devido a presenca de células-tronco tumorais (CSC) e a alta taxa de invasao do GBM,
que estdo envolvidas na resisténcia tumoral. Alteragdes em fibronectina (FN), tenascina-C
(TNC) e glicoproteina-P (P-gp) podem estar relacionadas com a invasao tumoral e com
caracteristicas de células-tronco. A fucoxantina (Fx) ¢ um composto natural que ja demonstrou
efeitos anticancer, inclusive antimigratdrios, se mostrando uma substincia interessante para um
futuro uso clinico. A distribui¢do e organizacdo de FN, TNC e P-gp em células de GBM
(GBM1) apos tratamento com Fx 100 uM foi analisada através de imunocitoquimica. A Fx
diminuiu a marcagdo de FN, enquanto aumentou a de TNC e de P-gp apds 24 horas de
tratamento. O efeito em P-gp pode ser visto apds 3 e 6 horas. A superexpressao de TNC e de P-
gp em tumores esta associada com presenga de células-tronco e piores progndsticos. Os
resultados sugerem que a Fx pode estar promovendo a desdiferenciagdo das células GBMI.

Palavras-chave: Fibronectina. Tenascina-C. Glioma. Resisténcia a multidrogas. Células-

tronco tumorais.



ABSTRACT

Gliomas are central nervous system (CNS) tumors originating from glial cells or their
progenitors and account for approximately 50% of primary CNS tumors. Glioblastoma
multiforme (GBM) is the most common and most aggressive type of glioma and its standard
therapy is surgical resection followed by radiotherapy and chemotherapy. Temozolomide
(TMZ) is the main chemotherapeutic used in GBM treatment, but despite advances in
treatments, patient survival remains below 15 months. This poor prognosis may be due to the
presence of tumor stem cells (CSC) and the high rate of GBM invasion, which are involved in
tumor resistance. Changes in fibronectin (FN), tenascin-C (TNC) and P-glycoprotein (P-gp)
may be related to tumor invasion and stem cell characteristics. Fucoxanthin (Fx) is a natural
compound that has already demonstrated anticancer, including antimigratory, effects, proving
to be an interesting substance for future clinical use. The distribution and organization of FN,
TNC and P-gp in GBM cells (GBM1) after treatment with Fx 100 pM was analyzed by
immunocytochemistry. Fx decreased FN labeling, while TNC and P-gp increased after 24 hours
of treatment. The effect on P-gp can be seen after 3 and 6 hours. Overexpression of TNC and
P-gp in tumors is associated with the presence of stem cells and worse prognosis. The results
suggest that Fx may be promoting the dedifferentiation of GBM1 cells.

Keywords: Fibronectin. Tenascin-C. Glioma. Multidrug resistance. Cancer stem cells.
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1 INTRODUCAO

1.1 GLIOMAS

Gliomas sdo tumores do sistema nervoso central (SNC) com origem nas células gliais
- principalmente astrécitos e oligodendrécitos - ou em suas progenitoras, expressando
marcadores gliais (JIANG; UHRBOM, 2012). Essa denominagao compreende diversos tipos
de neoplasias, como astrocitomas, oligodendrogliomas, ependimomas, oligoastrocitomas, entre
outros (OSTROM et al., 2017).

Os tumores do SNC — e isso se estende aos gliomas — aparecem pelo acumulo de
alteracdes no DNA causadas por fatores genéticos ou ambientais. Alguns destes sdo fatores de
risco bem conhecidos, como: obesidade, sistema imunolédgico deficiente, exposicdo a radiacao
ionizante e elementos quimicos (arsénio, chumbo e mercurio), assim como trabalhar em certas
industrias (petroquimica, de borracha, de plastico e grafica) (INSTITUTO NACIONAL DE
CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2019).

Em 2007, a Organizagdo Mundial da Satde (OMS), na sua classificagdo mais simples,
dividiu os gliomas em fung¢do da sua histologia e de suas caracteristicas patologicas. Em 2021,
uma atualizagdo foi feita na classificacdo dos tumores do SNC, de modo a torna-la mais
parecida com as de outras neoplasias (Quadro 1) (LOUIS et al., 2007, 2021). Assim, quanto
maior o grau do tumor, mais agressivo ele ¢ e pior sera o seu prognostico (HUSE; HOLLAND,
2010).

Os gliomas correspondem a aproximadamente 50% dos tumores primarios do SNC
nos Estados Unidos (EUA) (BOUSSIOTIS; CHAREST, 2018). Em criangas, a correspondéncia
¢ de 51,3%, sendo o astrocitoma pilocitico (grau 1) a maioria dos casos — 35,7% dos gliomas e
18,3% dos tumores do SNC. Ja em adolescentes e jovens adultos, os gliomas compreendem
30,4% de todos as neoplasias do SNC, com o oligodendroglioma e astrocitoma difuso (grau 2)
como os mais comuns — 34,2% dos gliomas e 10,4% de todo o SNC. Por fim, em adultos acima
de 40 anos, os gliomas somam 30,4% dos tumores do SNC e 78,1% dos tumores malignos dessa
regido, sendo o glioblastoma multiforme (GBM, grau 4) o de maior incidéncia — 54,6% dos

gliomas e 16,6% das neoplasias do SNC (LOW et al., 2022).



16

Grau

OMS

Histopatologia

Subtipo

Baixo

grau

Benigno, bem definido

Astrocitoma difuso (MYB ou MYBL1-alterado) *;
Tumor neuroepitelial polimorfo de baixo grau juvenil;
Tumor neuronal multinodular e vacuolizante;

Meningioma.

Baixo

grau

Infiltragdo difusa e alta

proliferagao

Astrocitoma (IDH-mutante) *;
Oligodendroglioma (IDH-mutante e 1p/19g-codeletados) *;
Meningioma;

Xantoastrocitoma pleomorfico *;
Ependimoma supratentorial *;

Ependimoma da fossa posterior *;
Ependimoma mixopapilar *;

Tumor fibroso solitario.

Alto grau

Muito infiltrativo e

com muita proliferagdo

Astrocitoma (IDH-mutante) *;
Oligodendroglioma (IDH-mutante e 1p/19q codeletados) *;
Meningioma;

Xantoastrocitoma pleomorfico *;
Ependimoma supratentorial *;

Ependimoma da fossa posterior *;

Tumor fibroso solitario.

Alto grau

Muito infiltrativo,
proliferacdo celular e
vascular elevada,

necrose, hemorragia

Astrocitoma (IDH-mutante) *;
Glioblastoma (IDH-selvagem) *;

Glioma hemisférico difuso (H3 G34-mutante) *.

Tabela 1 - Classificacdo das neoplasias do Sistema Nervoso Central. Os tumores do Sistema Nervoso Central,
e consequentemente os gliomas, sdo classificados de acordo com suas caracteristicas histoldgicas pela Organizagao
Mundial da Saude. * identificam os gliomas. Adaptado de JONES; HOLLAND (2011) e LOUIS et al. (2021).

1.2 GLIOBLASTOMA MULTIFORME

O GBM, sendo classificado como grau 4, ¢ um dos gliomas mais agressivos € com

prognosticos ruins (ALCANTARA LLAGUNO; PARADA, 2016). Além disso, o GBM ¢ o

tumor maligno mais comum do SNC, sendo diagnosticado em 49,1% dos casos (LOW et al.,

2022). A média de idade para o diagnostico dessa neoplasia ¢ de 64 anos (MCNEILL, 2016).




17

Em 2016, a OMS havia dividido o GBM em trés tipos de acordo com caracteristicas
moleculares da enzima isocitrato desidrogenase 1 (IDH1). Os GBMs com IDHI1 selvagem
foram chamados de primarios e correspondem a 90% dos casos, acometendo pessoas mais
velhas (acima de 55 anos), enquanto os que continham IDHI1 mutada seriam os secundarios,
provenientes de gliomas de menores graus (como astrocitoma difuso ou anapldsico), mais
diagnosticados em pacientes mais novos. O terceiro grupo ¢ 0 GBM nao especificado, quando
o tipo de IDH1 nao pode ser identificado (LOUIS et al., 2016).

Na ultima atualizag¢ao, a nomenclatura dessa divisao foi novamente alterada. O GBM
passou a ser considerado apenas os com IDHI1 selvagem (GBMs primdrios), ao passo que os
GBMs secundarios passaram a ser chamados de astrocitomas de grau 4 (LOUIS ef al., 2021).
No entanto, histopatologicamente, esses dois tipos de glioma sdo indistinguiveis, ou seja, essa
distin¢do so € possivel apos andlises moleculares (OHGAKI; KLEIHUES, 2013).

As principais caracteristicas celulares dos GBMs sdo: alta atividade mitotica, atipia
nuclear, presencga de areas de necrose e¢ angiogénese (WEN; KESARI, 2008). O formato das
células varia de poligonal a fusiforme, com um aumento do nticleo em relagdo ao citoplasma, a
cromatina fica mais corada (hipercromia), os nucleos apresentam formas variadas
(pleomorfismo nuclear), as membranas nucleares sao irregulares e o nucléolo fica bem distinto.
Também estdo presentes células com dois ou mais nucleos, além de células de defesa e nucleos
livres (SCHULTZ et al., 2005).

Assim como outros tumores do SNC, os GBMs costumam ser diagnosticados em
estagios avancados, geralmente apos aparecerem sintomas clinicos, como dores de cabecga,
convulsoes, ndusea/vomito, perda de consciéncia, disfuncdo neurocognitiva, mudancas de
personalidade, perda sensorial, desequilibrio ao caminhar, incontinéncia urinaria, hemiplegia,
afasia, negligéncia unilateral, e disfuncdo do campo visual (BOUSSIOTIS; CHAREST, 2018).

O tratamento padrdo para o diagnodstico de GBM ¢ a retirada do tumor através de
cirurgia com posterior rddio e quimioterapia (CWIKLOWSKA et al., 2018). A combinagao
desses tratamentos aumenta a sobrevida dos pacientes, uma vez que essa tripla intervengao
permite que vivam em média 14,6 meses apds o diagnostico (STUPP; VAN DEN BENT; HEGI,
2005). Por sua vez, cirurgia, por si sd, resultaria em uma sobrevida de apenas 3,5 meses € a
adicao da radioterapia promoveria esse tempo para 9 meses (SALAZAR et al., 1979).

A temozolomida (TMZ) ¢ o principal quimioterapico utilizado no combate ao GBM.
Administrado de forma oral, ele é facilmente absorvido e ultrapassa a barreira hematoencefalica

(BHE). Além disso, a TMZ tem um tempo de meia-vida de quase duas horas e ndo apresenta
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efeitos cumulativos ap6s varias ministragdes. Em condigdes fisiologicas, a TMZ ¢ transformada
em 5-(3-metil-1-triazenil)imidazol-4-carboxamida (MTIC). Por sua vez, o MTIC ¢ degradado
em 5-aminoimidazol-4-carboxamida (AIC) e cation metildiazonio NEWLANDS et al., 1997).
Esses cations causam metilagdes nas moléculas de adenina e guanina. Ao metilar o O6 de
guanina, forma-se a O°-metilguanina, capaz de se ligar a timidina (ao invés da citosina) no
DNA. O sistema de reparo de incompatibilidade do DNA ¢ entdo acionado e retira este
nucleosideo. Mas, como a O°®-metilguanina nio é removida, cria-se um ciclo de ligagdo e
retirada de timidina causando entdo um colapso da replicacdo, o que leva a apoptose (MOJAS;
LOPES; JIRICNY, 2007).

Por outro lado, a TMZ pode causar efeitos colaterais, resultando em danos na medula
Ossea, alergias por inalacdo, defeitos congénitos e toxicidade de células-tronco hematopoiéticas
(DE et al., 2018). Além disso, os tumores podem desenvolver resisténcia ou tolerancia a agao
da TMZ, por meio de outros sistemas de reparo do DNA e de proteinas de efluxo de drogas
(ZHANG; STEVENS; BRADSHAW, 2012).

Devido a esses e outros desafios, mesmo ap6s muitos estudos sobre o tema, as taxas
de sobrevida dos pacientes com GBM continuam baixas, com estimativas de que apenas 6,6%
e 4,3% dos pacientes sobrevivem 5 e 10 anos ap6s o diagnostico, respectivamente (LOW et al.,
2022).

Trés principais pontos sdo responsaveis pelas baixas taxas de sobrevida. Uma delas €
a presenca de células-tronco tumorais (CSC — do inglés cancer stem cells), capazes de
configurar resisténcia aos quimioterapicos (CHEN et al., 2012). A segunda ¢ a caracteristica do
GBM de se infiltrar rapidamente no tecido adjacente, dificultando sua retirada por completo e
a eficiéncia da radioterapia (LI et al., 2016; ZHANG et al., 2018). Por tltimo, a BHE se mostra
um grande problema para a busca de quimioterapicos, uma vez que eles tém de atravessa-la
(GROOTHUIS, 2000). Esse conjunto de atributos permite que o GBM escape dos tratamentos
convencionais e volte a crescer, fazendo com que os progndsticos dos pacientes sejam ruins.
Assim, ¢ de extrema importancia a busca de substincias que possam ser usadas como
tratamentos adjuvantes a fim de prolongar a sobrevida ou melhorar a qualidade de vida das

pessoas acometidas pela doenga.

1.3 FUCOXANTINA
Dentre os compostos naturais como objetos de pesquisa antitumorais, a fucoxantina

(Fx) se destaca, com um aumento de mais de 12 milhdes de ddlares no mercado global de



19

fucoxantina desde 2019 (MOHIBBULLAH et al., 2022). A Fx é um carotenoide alaranjado
proveniente de algas pardas e diatomdceas, representando 10% da producdo mundial dos
carotenoides (DEMBITSKY; MAOKA, 2007; PENG et al., 2011). Esse carotenoide possui em
sua estrutura quimica uma ligagdo alénica, 5,6-monoepdxido e um grupo acetila (SATOMI,
2017). Depois de absorvida pelo organismo, a Fx ¢ hidrolisada no intestino e transformada por
enzimas digestivas em fucoxantinol (Fxol) que, por sua vez, sofre desidrogena¢ao para formar

amarouciaxantina A no figado (Figura 1) (MERESSE et al., 2020).

Fucoxantina

Trato gastrointestinal Hidraolise

Fucexantinol

HO'

Figado Desidrogenacgio

Amarouciaxantina A

Figura 1 - Metabolizacdo da fucoxantina. Primeiramente, ocorre a hidrolise desse composto no trato
gastrointestinal, transformando-o em fucoxantinol. Este, por sua vez, sofre desidrogenacao no figado, formando
amarouciaxantina A. Adaptado de KOTAKE-NARA; NAGAO (2011).

Populagdes asiaticas sao menos afetadas por neoplasias do SNC quando comparadas
a populagdes europeias e norte-americanas (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH
ON CANCER, 2014-; KURATSU; TAKESHIMA ; USHIO, 2011). A alimentagao asiatica, rica

em algas pardas como o wakame (Undaria pinnatifida) e o konbu (Laminaria japonica), que



20

possuem grande quantidade de Fx, pode estar relacionada a essa menor incidéncia (SATOMI,

2017; SHO, 2001).

O incremento na movimentagdo de dinheiro da Fx ¢ proveniente do grande espectro
de efeitos benéficos que essa molécula proporciona. Ja foi descrito que a Fx, o Fxol e a
amarouciaxantina A, estdo relacionados com efeitos antioxidantes, antiobesidade,
antidiabéticos, anti-inflamatorios e neuroprotetores (ABIDOV et al., 2010; HU et al., 2018,
2012; LI et al., 2021; MIKAMI et al., 2017; YANG et al., 2021, 2020; ZHANG et al., 2017,
LI et al., 2021). Efeitos antitumorais, tanto da Fx quanto de seus metabdlitos, também foram
observados em diferentes tipos de cancer (AVILA-ROMAN et al., 2021), inclusive em GBM,
onde se observou que a Fx diminui os processos de proliferacdo, viabilidade e migragdo e
invasdo celulares, enquanto aumenta os niveis de apoptose, além de causar modificagao da

MEC envolvida nesse tumor (LIU et al., 2016; LOPES et al., 2020; PINTO, 2018).

Adicionalmente a esses efeitos, a FXx mostrou ter outras caracteristicas necessarias
quando se busca uma substancia para o tratamento de patologias no SNC, como a seguranca
para células saudaveis e a capacidade de atravessar a BHE (LOPES et al., 2020; XIANG et al.,
2017). Dessa forma, ela se mostra como um composto interessante para 0 uso como terapia
adjuvante no tratamento do GBM. Porém, € necessario compreender melhor os mecanismos
pelos quais a Fx atua, inclusive os seus efeitos na matriz extracelular (MEC) e em processos de

resisténcia aos farmacos.

1.4 MATRIZ EXTRACELULAR

A MEC compreende o espaco entre as células de individuos multicelulares, composta
por proteinas e polissacarideos, com sua composigdo especifica, orientacdo e a quantidade de
cada molécula dependendo do tecido onde se encontra (JARVELAINEN et al., 2009). A MEC
tem a funcao de promover o suporte fisico das células, mantendo-as conectadas umas as outras
através da ligacdo entre seus componentes e receptores presentes nas membranas celulares, as
integrinas (LODISH ef al., 2014; TREPAT; CHEN; JACOBSON, 2012). Essa estrutura
também participa de processos celulares, como morfogénese, diferenciacdo, sinalizagdo e
homeostase, ativando vias intracelulares (FRANTZ; STEWART; WEAVER, 2010). No
entanto, células tumorais produzem uma MEC que se difere em sua composi¢cdo daquela
presente nos tecidos saudaveis que as rodeiam (LOUISTHELMY; BURKE; CORNELISON,
2022).
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Um dos principais componentes da MEC ¢ a fibronectina (FN). Esta molécula ¢
secretada como um dimero ligado por uma ponte dissulfeto e tem peso molecular de
aproximadamente 250 kDa. A FN apresenta sitios de ligagdo com outras FNs, com heparina,
colageno e receptores presentes na membrana das células (Figura 2A) (YUE, 2014). Essa
proteina de matriz tem papel na adesdo, migracao, crescimento e diferenciagdo celulares (Figura
2B) (PANKOV; YAMADA, 2002). Sua acdo ¢ bem descrita como fundamental na migracao

celular durante o desenvolvimento embrionario e na cicatrizacdo (PATTEN; WANG, 2021).
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Figura 2 - Estrutura da fibronectina e seu posicionamento da matriz extracelular. A) Estrutura de um
mondmero de fibronectina (FN) indicando seus componentes e principais dominios de ligacdo. B) Disposi¢do da
FN na matriz extracelular (MEC), mostrando como essa molécula interage com outras presentes na MEC e na
membrana celular. Adaptado de A) PATTEN; WANG (2021) e B) KHUTORSKOY (2018).

A tenascina-C (TNC) € outra proteina presente na MEC. Sua estrutura se apresenta
como um hexamero formado por seis monomeros idénticos que pesam entre 180 e 400 kDa,
ligados por pontes de dissulfeto (Figura 3A). A TNC tem a capacidade de se ligar a integrinas,
imunoglobulinas (moléculas de adesdo), fatores de crescimento e outras moléculas de MEC,
incluindo a FN (FU et al., 2022). Em adultos, a TNC esta presente apenas no tecido conjuntivo
denso e em locais de células-tronco, com sua auséncia observada nos outros tecidos. Mas a
TNC ¢ muito expressa principalmente no desenvolvimento embrionério, proximo de células da
crista neural em migragdo, de precursores gliais que estdo migrando e se proliferando e em
locais de interacao epitélio-mesenquimal, mostrando estar envolvida na migracao celular e com
células indiferenciadas (Figura 3B) (TUCKER; DEGEN, 2022). Em contrapartida, ela ¢

superexpressa em patologias, principalmente na formagdo de tumores e metastase (JONES;

JONES, 2000).
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Figura 3 - Estrutura da tenascina-C e sua interacio com a célula. A) Estrutura de um mondmero de tenascina-
C (TNC), de modo a visualizar seus componentes, sitios de ligagdo e principais moléculas de interagdo. B)
Estrutura de hexdmeros da TNC, sua interacdo com integrinas na membrana celular e consequentes destinos
celulares. Adaptado de A) MIDWOOD; OREND (2009) ¢ B) TUCKER; CHIQUET-EHRISMANN (2015).

1.5 RESISTENCIA A DROGAS E GLICOPROTEINA P

Outra caracteristica relacionada com células-tronco e que propiciam a resisténcia das
células tumorais aos quimioterapicos ¢ a resisténcia a multidrogas. Essa resisténcia pode ser
classificada como primdria - quando o cancer nao responde ao tratamento desde o inicio - ou
adquirida - quando o tumor regride com as terapias, mas se torna nao-responsivo apos um
periodo (NIKOLAOU et al., 2018). A evasdo aos quimioterdpicos se da por uma gama de
mecanismos, entre 0s quais se encontram o aumento do efluxo de drogas, a redu¢do da captagao
ou a inativacdo de drogas, mutagdes dos alvos dos quimioterdpicos, alteracdo nas vias de
sinalizacdo, defeito na apoptose, autofagia, mutacao génica, diminui¢do de células T e delegdo
de antigenos (HU et al., 2022).

O efluxo de drogas tem o papel fisiologico de manter a homeostase da membrana
plasmatica, transportar lipideos, ajudar na sinalizacdo e na desintoxicagdo celular e proteger as
células contra xenobioticos (HUANG, 2007). Os principais responsaveis pelo efluxo de drogas
sdo transportadores presentes na membrana celular, sendo a familia dos transportadores ABC
(do inglés ATP-binding cassete) o exemplo mais conhecido (EID; EL-READI; WINK, 2012).
As proteinas dessa familia bombeiam as drogas para o meio extracelular, contra o gradiente de

concentracdo, de forma ativa, através da hidrolise do ATP (RAMACHANDRA et al., 1998).

O membro mais conhecido e estudado dos transportadores ABC ¢ a glicoproteina-P
(P-gp), também conhecida como MDRI1 ou ABCBI, e foi o primeiro a ser descrito
(BAGULEY, 2010). A P-gp ¢ codificada pelo gene ABCBI (ou MDRI) e sua estrutura possui
12 dominios transmembrana e dois sitios de ligacdo de ATP (Figura 4A) (CHEN et al., 1986).

Drogas lipofilicas, com cargas neutras ou positivas, se ligam as regides transmembrana da
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proteina e, quando o ATP ¢ hidrolisado no seu sitio de ligacdo, o transportador lanca a

substancia para o lado externo da célula (Figura 4B) (AMBUDKAR et al., 1999).
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Figura 4 - Estrutura e funcionamento da glicoproteina-P. A) Estrutura da glicoproteina-P (P-gp) com seus 12
dominios transmembrana e dois sitios de ligacdo de ATP. B) Esquema ilustrando como a P-gp langa substancias
do meio intracelular para o meio extracelular através de mudanga na sua conformacdo causado pela hidrolise de
duas moléculas de ATP. Adaptado de A) GRUNDY (2012) e B) CAO et al. (2020).

O GBM ¢ uma doenga agressiva cujos pacientes tém pouco tempo de sobrevida apds
o seu diagnostico, mesmo apOs avancos no tratamento. Portanto, a descoberta e o
desenvolvimento de terapias adjuvantes sdo imprescindiveis. Assim, estudos que procurem
elucidar os efeitos da fucoxantina sobre 0 GBM e os mecanismos pelos quais ela atua sao
importantes nessa busca por substancias que possam tornar o tratamento mais eficaz.(CAO et

al., 2020)
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1.6 OBJETIVOS

1.6.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da fucoxantina na distribui¢do e
organizacao de proteinas da matriz extracelular, bem como na distribui¢ao de bombas de efluxo

de drogas em células de glioblastoma multiforme humano.

1.6.2 Objetivos Especificos

e Analisar a distribui¢do e organizacdo de fibronectina em células de
glioblastoma multiforme humano GBM1 apoés tratamento de 24 horas com
fucoxantina;

e Observar, nas mesmas cé¢lulas, a distribuicdo e a organiza¢do de tenascina-C
apos tratamento com fucoxantina por 24 horas;

e Verificar a imunomarcagdo da glicoproteina-P em células de glioblastoma
multiforme humano GBMI1 apos o tratamento de 24 horas com fucoxantina;

e Determinar o tempo de acdo da fucoxantina na distribui¢do da glicoproteina-P
em curva de tempo de 3 a 12 horas nas células de glioblastoma multiforme
humano GBM1;

e Avaliar o efeito do verapamil, inibidor de glicoproteina-P, na viabilidade das
células de glioblastoma multiforme humano GBM1 apds o tratamento com
fucoxantina por 24 horas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 CULTURA CELULAR

Uma amostra de glioblastoma multiforme foi cirurgicamente retirada de paciente do
sexo feminino, de 64 anos, do hospital Celso Ramos, em Floriandpolis, Santa Catarina, no ano
de 2012. O diagndstico de GBM foi posteriormente feito histopatologicamente por
especialistas. A amostra foi coletada por cirurgides e colocada em tubos conicos de 15 mL
contendo Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM-F12) e 10% de
soro bovino fetal (SBF) e a amostra foi levada a Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC) para posterior processamento. Em um fluxo laminar, removeu-se as meninges cerebrais
e vasos sanguineos. O tecido foi dissociado mecanicamente com tripsina e auxilio de uma pipeta
Pasteur. Entdo as células foram lavadas com tampao fosfato-salino (PBS) e cultivadas em
garrafas de cultura de 25 cm?, contendo DMEM-F12 acrescido de glicose (0,6%), glutamina (2
mM), bicarbonato de sédio (0,06%) e penicilina/estreptomicina (1 U/1 ug) e 10% de SBF. As
células foram mantidas em estufa de atmosfera umida contendo 5% de CO; a 37°C, e foram
chamadas de GBM1. Apos expansdo da cultura, aliquotas foram congeladas para experimentos
futuros. Todos os procedimentos e formuldrios de autorizagdo para obtengdo das amostras

foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFSC (CEPSH —

108.286) (Anexo 1).

2.2 REAGENTES

A fucoxantina (F6932) foi comprada da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA) e usada
na concentragdo de 100 uM com base nos resultados de LOPES e colaboradores (2020) e
PINTO (2018).

Os anticorpos anti-fibronectina (F6140) e anti-glicoproteina-P (P7965) também foram
obtidos da Sigma-Aldrich. O anticorpo anti-tenascina-C E-9 (sc-25328) foi adquirido da Santa
Cruz Biotechnology (Dallas, TX, EUA).

2.3 IMUNOCITOQUIMICA

As células de GBM1 (entre as passagens 20 e 40) foram semeadas em placas de 24
pocos contendo laminulas circulares no fundo (2,5 x 10° células por pogo). Apés a confluéncia
chegar proxima a 80% (~ 24 horas), as células foram tratadas em dois grupos distintos: controle

(DMEM-F12) e tratado (DMEM-F12 + Fx 100 uM). Depois do tempo de tratamento de cada
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experimento, as células foram fixadas com paraformaldeido 4% por 20 minutos. Depois, foram
incubadas com albumina de soro bovino 3% por 1h para bloquear os sitios inespecificos. Em
seguida, ocorreu a incubag¢ao com os anticorpos anti-fibronectina (na concentragao de 1:400),
anti-tenascina-C (1:50) ou anti-glicoproteina-P (1:200) overnight a 4°C em camara umida. Na
sequéncia, as células foram incubadas com anticorpo secundario conjugado com fluoréforo
(dilui¢ao de 1:1000, Alexa-Fluor 488 anti-rabbit ou Alexa-Fluor 594 anti-mouse) por 1 hora
em temperatura ambiente protegido da luz. Posteriormente, houve a incubagao com Hoechst (5
pg/mL) por 10 minutos para marcagao dos nucleos. Apods, as laminulas foram retiradas das
placas, colocadas em laminas e visualizadas e fotografadas em microscépio de fluorescéncia
(Olympus BX41; Olympus, Japao) no Laboratério Multiusuario de Estudos em Biologia (LAMEB)
da UFSC. A partir do tratamento at¢é o momento da montagem das laminas, cada passo foi
intercalado com 3 lavagens com PBS. Por fim, as imagens foram observadas pelo programa ImageJ
(National Institute of Health, MD, EUA) no qual as células foram contadas. Os  experimentos
foram feitos em duplicata, com 5 fotografias randomicas de cada laminula, totalizando 10 fotos de

cada grupo.

2.4 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

O ensaio de redugdo do MTT foi utilizado para avaliar o efeito citotoxico da Fx na
presenca do inibidor de P-gp, o verapamil.

O MTT ((3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol brometo) ¢ um sal de tetrazdlio de
coloracdo amarela. Quando o MTT entra em contato com desidrogenases mitocondriais (presentes
em células viaveis), ¢ reduzido em formazan, formando precipitados arroxeados. Depois de
solubilizado em DMSO, o formazan pode ser submetido a um teste colorimétrico (STEPANENKO;
DMITRENKO, 2015).

As células GBM1 (entre as passagens 20 e 30) foram plaqueadas em placas de 96 pogos
(1 x 10° células por pogo). Depois de atingirem a confluéncia de 80% (~ 24 horas), as células foram
incubadas com 7 tratamentos: controle (somente DMEM-F12), veiculo (DMSO), verapamil 100
uM, verapamil 200 pM, Fx 100 uM, Fx 100 uM + verapamil 100 uM e Fx 100 uM + verapamil 200
uM. Apds 24 horas, os meios foram removidos e o MTT (0,2 mg/mL em PBS) foi adicionado e
mantido por 2 horas a 37 °C. Em seguida, o MTT foi retirado e os cristais de formazan foram
solubilizados com DMSO. A placa entdo foi levada para leitura de absorbancia em
espectrofotometro Infinite M200 Tecan no comprimento de onda de 540 nm. Apos ajustes com o

branco, os valores da absorbancia foram medidos através da média de triplicatas. No entanto, os
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resultados e analises obtidos neste ensaio nao foram mostrados neste trabalho devido a descoberta
de erros da técnica que podem acarretar deturpacao dos dados.
2.5 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi feita usando o teste t de Student ou ANOVA de uma via,
quando necessario. A exibi¢cdo dos dados foi por meio da média com erro padrao. O software

utilizado foi o GraphPad Prism 9 e os valores de p<0,05 foram considerados significativos.

3 RESULTADOS
3.1 FUCOXANTINA DIMINUI A MARCACAO DE FIBRONECTINA

A primeira observacgao feita foi sobre como a fibronectina se distribui nas células
GBMI1 apos o tratamento com Fx. Uma vez que foi visto que a Fx causa remodelagdo da MEC
de GBM e atua na laminina, ver o efeito sobre outra molécula importante ¢ abundante na MEC
foi o objetivo para entender melhor a atuagao da Fx.

Realizada através da imunocitoquimica, podemos fazer a analise de acordo com o
padrao de marcagdo fluorescente da proteina. Como dito anteriormente, a concentracao de Fx
utilizada foi determinada de acordo com LOPES e colaboradores (2020) e PINTO (2018). Além
disso, ndo se utilizou grupo veiculo (utilizando apenas DMSO) também por conta de resultados
anteriores, que demonstraram que o DMSO ndo difere dos resultados do grupo controle
(PINTO, 2018).

Como ¢ possivel observar na figura 5A, o tratamento com a Fx diminui o niimero de
células que obtiveram marcagao para FN comparando-se com o controle, depois de 24 horas.
Enquanto 38% das células do grupo controle foram marcadas, apenas 25,5% das que foram
tratadas exibiram a marcagao para a molécula de MEC (Figura 5B). Com isso, sugere-se que a

modificagdo da MEC causada pela Fx também se deve através da sua atuacao sobre a FN.
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Figura 5 - Fucoxantina diminui marcacéio de fibronectina. Imunocitoquimica de células GBM1 tratadas com
Fx 100 uM por 24 horas. A) Imagens representativas das marcac¢des do nicleo em azul (Hoechst), da fibronectina
em verde (FN1) e as sobreposi¢des das imagens. B) Grafico da porcentagem do numero de células marcadas para
fibronectina (em relagdo ao numero total de células). Barra = 25 pM. n = 3, em experimentos independentes.
*p<0,05.
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3.2 FUCOXANTINA AUMENTA A MARCACAO DE TENASCINA-C
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Figura 6 - Fucoxantina aumenta a marcacio de tenascina-C. Imunocitoquimica de células GBM1 tratadas com
Fx 100 uM por 24 horas. A) Imagens representativas das marcac¢des do nicleo em azul (Hoechst), da tenascina-C
em vermelho (TNC) e as sobreposi¢des das imagens. B) Grafico da porcentagem do niimero de células marcadas
para tenascina-C (em relagdo ao numero total de células). Barra = 25 pM. n = 2, em experimentos independentes.

%p<0,05.

Ao analisar a tenascina-C, observou-se um aumento na imunomarcagdo desta proteina
com o tratamento com Fx apds 24 horas (Figura 6A). Neste ensaio, cerca de 6% das células do
grupo controle exibiram marcagdo, enquanto que o numero ficou em 55% no grupo tratado

(Figura 6B). Este resultado corrobora a hipotese de que ha alteragdo da MEC apds tratamento



com Fx. Além disso, insinua a possibilidade de uma remodela¢ao do ambiente com aumento de

caracteristicas de células indiferenciadas.

3.3 FUCOXANTINA AUMENTA A MARCACAO DE GLICOPROTEINA-P
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Figura 7 - Fucoxantina aumenta a marcacio de glicoproteina-P. Imunocitoquimica de células GBM1 tratadas
com Fx 100 pM por 24 horas. A) Imagens representativas das marcagdes do ntcleo em azul (Hoechst), da
glicoproteina-P em vermelho (ABCBI1) e as sobreposigdes das imagens. B) Grafico da porcentagem do numero

de células marcadas para glicoproteina-P (em relagdo ao nimero total de células). Barra = 25 uM. n = 2, em
experimentos independentes. ****p<0,0001.

O passo seguinte foi observar a presenca e a distribuicdo da glicoproteina-P, uma
proteina de efluxo de drogas de membrana, também muito presente em células indiferenciadas.
Os resultados deste experimento também demonstram um aumento do nimero de células
marcadas no grupo tratado com Fx ap6s 24 horas em relag@o ao grupo controle (Figura 7A). No
controle, a porcentagem de células que exibiram marca¢do ficou em torno de 31%, enquanto

98,5% das células tratadas estavam marcadas (Figura 7B). Dessa forma, corroborando o
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resultado anterior, estes dados mostram que a Fx promove a presen¢a de mais uma caracteristica

de indiferenciagao.

3.4 FUCOXANTINA AUMENTA A MARCACAO DE GLICOPROTEINA-P APOS 3H E
6H

A fim de saber o tempo de a¢do da Fx no acréscimo do niimero de células que sdo
imunomarcadas com glicoproteina-P, o mesmo ensaio foi realizado nos tempos de 0, 3, 6,9 ¢
12 horas apds o tratamento com o carotenoide. O que se observou foi um aumento significativo
do nimero de células marcadas para P-gp ap6s 3 e 6 horas e uma tendéncia a aumentar em 12
horas, sem significancia (p= 0,051). Nao houve alteragdo apds 9 horas (Figura 8A).
Considerando a porcentagem de células marcadas em relagdo ao niimero de células totais, 0 e
9 horas pouco diferiram, com 16% e 18% de células marcadas, respectivamente. J4 com 3 horas,
52% das células mostraram marcagdo, nimero proximo dos 54% vistos apos 6 horas. Por fim,
o tratamento de 12 horas contou com 38,5% das células marcadas (Figura 8B).

Estes resultados demonstram que a Fx atua rapidamente nas células de GBM,
indicando uma possivel modulacdo direta do carotenoide em fatores de transcricdo de genes

que protegem essas células da morte.
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Figura 8 - Fucoxantina aumenta a marcacio de glicoproteina-P apés 3h e 6h. Imunocitoquimica de células
GBMI tratadas com Fx 100 uM por 0, 3, 6, 9 e 12 horas. A) Imagens representativas das marcagdes do nucleo em
azul (Hoechst), da glicoproteina-P em vermelho (ABCBI1) e as sobreposi¢des das imagens. B) Grafico da
porcentagem do niimero de células marcadas para glicoproteina-P (em relagdo ao niimero total de células). Barra
=25 pM. n = 2, em experimentos independentes. **p<0,005.
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4 DISCUSSAO

O GBM ¢ um tumor agressivo, altamente invasivo e heterogéneo, o que acarreta uma
sobrevida média menor do que 15 meses. Apesar de todas as pesquisas recentes, foi observada
pouca melhora no tratamento dessa neoplasia. Desse modo, estudos que visem tratamentos
alternativos sdo necessarios para a melhora dos progndsticos e/ou qualidade de vida dos
pacientes, e substancias naturais, que ndo sejam toxicas aos humanos, sdo vistas com
expectativa.

A Fx ¢ um desses compostos naturais com potencial antineoplasico. Componente de
dietas humanas e segura para células saudaveis, diversos estudos demonstraram o efeito
antitumoral da Fx em diferentes tipos de cancer (MERESSE e al., 2020).

Em relacdo aos efeitos da Fx em gliomas, LIU e colaboradores (2016) observaram nas
linhagens humanas U87 e U251 que o carotenoide diminui proliferagdo, invasdo e migracao
celulares, além de promover a apoptose. LOPES e colaboradores (2020) observaram os mesmos
efeitos na cultura primaria humana GBM1, além de aumento das espécies reativas de oxigénio,
diminuic¢ao do potencial clonogénico e da angiogénese, além de alteragdo da estrutura da MEC.

PINTO (2018) também verificou a diminui¢ao da viabilidade das células GBM1 pela
Fx, assim como a diminui¢do da adesao celular apos 24 horas, corroborando os resultados de
modificagdo da MEC, demonstrando que a Fx diminui a imunomarcagdo de laminina. No
presente trabalho, foi observado que a Fx causa uma remodelagdo na MEC das células GBM1,
também diminuindo a presenga de FN e aumentando a de TNC. Ainda sobre os efeitos da Fx
na modula¢do da MEC, ja foi demonstrado que ela diminui a expressao de colageno tipo 1 —
principal componente da MEC em diversos tecidos conjuntivos - em fibroblastos derivados de
polipos nasais (JUNG et al., 2018).

A MEC ¢ importante para o suporte fisico das células e para diversos processos
celulares, como adesdo, invasdo e migracdo (BILOZUR; HAY, 1988). Para que as células
consigam se deslocar, elas precisam abrir caminho através da MEC, degradando-a e
remodelando-a. Ademais, a MEC participa indiretamente de outros processos por meio da
sinalizacdo extracelular, na qual seus componentes interagem com as integrinas, que sao
receptores presentes nas membranas celulares.

Em tumores, a MEC ¢ organizada de forma diferente dos tecidos normais, com
proporgdes alteradas dos seus componentes. E sabido, por exemplo, que ela é mais rigida no
primeiro caso do que no ltimo, caracteristica causada pelo aumento da deposi¢ao de colageno,

laminina e fibronectina (HAN; KWON; KIM, 2022).
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A FN, uma abundante molécula de MEC, participa da sinalizacdo celular entre as
células e a MEC ao seu redor, exercendo papel importante na progressao e proliferagao tumoral,
promovendo a migracdo e invasdao das células cancerosas (SENGUPTA et al., 2010). A
superexpressdo, € consequente correlagdo com prognosticos ruins, dessa molécula ja foi
observada em cancer géstrico (ZHONG et al., 2018), cancer de mama (ZHANG; LUO; WU,
2022), de tireoide (SPONZIELLO et al., 2016), entre outros. Em cancer de células escamosas
penianas, foi visto que a ativagdo de FN leva a uma ativacdo das metaloproteinases 2 ¢ 9 —
moléculas que degradam MEC -, promovendo a invasao celular e metéastase (TAN et al., 2022).

A expressdo aumentada de FN também foi observada em gliomas, assim como o seu
potencial em promover migracao e invasdo nas células desse tipo de tumor (LI; YAN; OU,
2022; OHNISHI et al., 1997). Além disso, quando estimuladas a secretarem componentes de
MEC, células de GBM acumulam mais FN do que células de tecido sadio. Essa MEC tumoral
incrementa a migragdo de astrocitos saudaveis (LOUISTHELMY; BURKE; CORNELISON,
2022). Devido a sua alta expressdo relacionada com piores progndsticos e seu grande numero
de conexdes com genes e fatores de transcricdo desregulados, foi proposto o seu uso como
biomarcador para GBM (KABIR; APU, 2022).

A Fx, por sua vez, atenua a expressao de FN em fibroblastos induzida por TGF-1
(MA et al.,2017) e diminui em células de cancer de pulmao (MING et al., 2021). Os resultados
obtidos no presente trabalho, apesar de ser uma correlagdo indireta por meio da
imunocitoquimica, mostram que a Fx diminui a marcacao de FN nas células GBM1, o que pode
estar relacionado com os seus efeitos antimigratério e anti-invasivo.

A TNC ¢ uma proteina de MEC cuja expressao € regulada por estresse mecanico, sendo
entdo encontrada predominantemente em tecidos que sofrem muito estresse de tragdo, como
ligamentos, tenddes e musculo liso, principalmente durante o periodo embrionario. Em adultos,
sua expressao se da com mais frequéncia em tecidos danificados, como cortes, coragdes que
sofreram infarto do miocardio e miocardite, pacientes com artrite reumatoide e com lesdes. Ao
contrario da FN, a TNC ¢ uma molécula antiaderente que pode diminuir a capacidade de adesao
da FN quando estdo combinadas e até levar a morte células endoteliais dependentes de
ancoragem (HALPER; KJAER, 2021; YILMAZ et al., 2022).

A expressao aumentada de TNC e a sua relacdo com piores progndsticos e com altas
taxas de metastase sdo vistas em cancer de mama (OSKARSSON et al., 2011), de bexiga
(GUAN et al., 2022), de pulmao (PAREKH et al., 2005), de cabega e pescogo (JUHASZ et al.,
2000; WANG et al., 2010), de cancer colorretal (HASHIMOTO et al., 2021) e em melanoma
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(GRAHOVAC; BECKER; WELLS, 2013). Em gliomas, a TNC esté associada com a hipotese
de go-or-grow, pois sua presenca estd associada com aumento da invasao celular, enquanto que
na sua auséncia ocorre a proliferacdo dessas células e o crescimento tumoral in vivo
(VIRTUOSO et al., 2022; XIA et al., 2016). No presente trabalho, observou-se que a Fx
aumenta a marcacdo de TNC em células de GBM1. Até onde se tem noticia, ¢ o primeiro
trabalho que demonstra efeitos do carotenoide nessa molécula de MEC.

A P-gp, por conta da sua fung¢do, esta envolvida com resisténcia de diversas doencas a
quimioterapicos, assim como outras bombas de efluxo de drogas. Essa quimiorresisténcia se
estende aos casos de cancer (NIKOLAOU et al., 2018). Sua superexpressao foi correlacionada
com piores prognosticos em cancer colorretal (AMAWI et al, 2019). Em gliomas, foi
observado que o uso de inibidores diretos da P-gp e a inibicdo da via Akt/NF-«xB/MDRI1
aumentam a sensibilidade & quimioterapia de linhagens resistentes a TMZ (FUJIHARA et al.,
2018; LUSTIG et al., 2022).

Na presente pesquisa, observou-se que a Fx aumenta a imunomarcagdo de P-gp nas
cé¢lulas GBM1 apds 24 horas de tratamento e que o seu efeito acontece de forma rapida,
aparecendo ja ap6s 3 horas de tratamento com Fx, se mantendo ap6s 6 e 12 horas. Na literatura,
foi visto que o tratamento com Fx a 10 uM diminui a expressdao de P-gp apos 24 horas em
células de hepatocarcinoma e de adenocarcinoma de colon (LIU; LIM; HU, 2012). Além disso,
foi mostrado que Fx 100 uM retém a concentracao de drogas citotdxicas no espago intracelular
em células de cancer de célon e de leucemia inibindo a atividade da P-gp ap6s 30 minutos e
que a Fx 40 pM diminui a expressdao de P-gp apds 48 horas nessas mesmas células. Dessa
forma, isto indica que a Fx ¢ um possivel inibidor competitivo desse transportador (EID; EL-
READI; WINK, 2012).

Os resultados obtidos no ensaio de MTT nao foram utilizados neste trabalho devido a
uma possivel falha na técnica. Ha a possibilidade de que o MTT reaja com o verapamil (inibidor
da P-gp) e interfira nos resultados do teste (LUSTIG et al, 2022; VELLONEN;
HONKAKOSKI; URTTI, 2004). Observando os resultados alcancados por este método,
concluiu-se que podem ter sofrido alguma alteracao.

As células-tronco, apesar de corresponderem a uma pequena parte da populagdo de um
tumor, sdo cruciais na invasao das células neoplasicas e na recorréncia do cancer (CHANG,
2016). Isso acontece porque as células-tronco podem evadir das terapias ativando vias para
manter seu estado de indiferenciagdo e alta resisténcia, como capacidade de autorrenovagado e

expulsdo de substancias nocivas (JIN; JIN; KIM, 2017; ZHOU et al., 2021). Em GBM, as
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células-tronco também tem a capacidade de reparar o DNA danificado pela TMZ, ativando a
enzima O°metilguanina-DNA metiltransferase (MGMT) que remove os grupos metil
adicionados a guanina, prevenindo os erros de replicagdo (ANNOVAZZI et al., 2015).

Observando os resultados obtidos neste trabalho em conjunto, percebe-se uma
remodelagdo da MEC promovida pela Fx, causando uma diminui¢do de FN e o aumento da
presenca de TNC. Estudos em cancer de mama demonstraram que a TNC esta presente em
maior quantidade em células sem receptores de estrogeno, o que ¢ caracteristica de células mais
indiferenciadas (DANDACHI et al., 2001; LOWY; OSKARSSON, 2015). O mesmo acontece
em canceres de glandula salivar, em que a TNC aparece mais expressa em tumores com
menores niveis de diferenciagdo (RAITZ; MARTINS; ARAUJO, 2003). Em cancer colorretal,
a expressdo de TNC esta relacionada diretamente com a expressdo de marcadores de células-
tronco e da via Hedgehog, via de sinalizacdo presente no desenvolvimento embrionario e em
células-tronco em adultos e em patologias (YANG, Z. et al., 2020). Também ja foi observado
que a glicosilagdio da TNC pode promover a proliferacio de células-tronco neuronais
(LEPUCKI et al., 2022).

A presenca de transportadores ABC na membrana plasmdtica também ¢ relacionada
com células-tronco, principalmente em tumores. Populacdes de células-tronco de diversas
neoplasias apresentam expressdo aumentada de diferentes proteinas de efluxo de drogas
(BAGULEY, 2010; BEGICEVIC; FALASCA, 2017). A superexpressdao de P-gp ja foi
observada em células-tronco de melanoma em contrapartida das células diferenciadas desse
tumor (KESHET et al., 2008). Em GBM, a expressao aumentada dessa bomba de efluxo de
drogas foi vista em células-tronco resistentes 8 TMZ (LUSTIG et al., 2022).

Assim, de acordo com o conjunto de dados obtidos neste estudo, propde-se que a Fx,
apesar de diminuir a viabilidade de células GBM1, pode estar provocando a desdiferenciagao
das células que ndo morreram, de modo que elas passem a expressar caracteristicas de células-
tronco, vide a diminui¢do de FN, o aumento de TNC na MEC e o aumento de P-gp na membrana
celular. Ademais, esse efeito acontece de forma rapida, uma vez que j& pode ser visualizado
apos 3 horas de tratamento. Resultado semelhante foi visto por BLEAU e colaboradores (2009)
com a TMZ, onde o quimioterapico aumentou a populagdo de células-tronco que expressam
bomba de efluxo de drogas em glioma.

Outra hipotese possivel € a de que a Fx pode estar matando as células que nao tém
caracteristicas de indiferenciag¢do e ndo apresentam transportadores de efluxo de drogas. Assim,

as células-tronco tumorais, que possuem essas caracteristicas, sobrevivem e repopulam o local.
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Apesar de todos esses resultados, ainda sdo necessarias mais pesquisas envolvendo os
efeitos da Fx em células de GBM e seus mecanismos, principalmente envolvendo componentes

da MEC e marcadores caracteristicos de células indiferenciadas.

5 CONCLUSOES

e A Fx diminui a marcagao de FN em células GBM1 apos 24 horas;

e O tratamento com Fx aumenta a imunomarcagdo de TNC em células GBM1
apos 24 horas;

e A distribuicdo e a organizacdo de P-gp ¢ alterada, aumentando sua presenca,
em células GBMI1 apo6s 24 horas de tratamento com Fx;

e O efeito da Fx sobre a distribui¢do de P-gp em células GBM1 ja comega apos
3 horas de tratamento.

6 PERSPECTIVAS

e Verificar caracteristicas de células-tronco em células GBMI1 através de
marcadores de indiferenciacdo, como CD133, NANOG e Nestina apds
tratamento com FXx;

e Analisar o efeito da Fx sobre a expressao de RNAm de laminina, fibronectina,
tenascina-C, glicoproteina-P, MMP-2 e MMP-9 em c¢lulas GBM1;

e Observar o efeito da Fx na expressdo das proteinas laminina, fibronectina,
tenascina-C, glicoproteina-P, mTOR, p-mTOR, AKT, p-AKT, ERKI, p-
ERK1, ERK2 e p-ERK2 em células GBM1;

e Avaliar o efeito da Fx sobre a atividade das MMP-2 e MMP-9 de degradagao
em células GBMI.
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