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INTRODUCAO

O cancer ¢ um relevante problema de saude
publica em todo o mundo, sendo a segunda principal
causa de mortalidade entre as doengas ndo
transmissiveis, além de ser responsavel por 9,3
milhdes de mortes a nivel mundial (Bayable et al,
2022). O glioblastoma multiforme (GBM) ¢ o tumor
cerebral primario mais comum ¢ agressivo dentre as
neoplasias. Este tipo de tumor ¢ classificado como
glioma de grau IV, cuja sobrevida ¢ de trés a cinco
anos apos o diagnostico, a prevaléncia é de cerca 2,2%
pacientes apenas. O GBM ¢ caracterizado por
variagOes na genética e epigenética entre as células
tumorais, além de possuir uma capacidade de
comunicacdo ¢ manipulagdo de outras células nos
arredores do cérebro, implicando diretamente na
progressio do tumor e resisténcia a terapia.
Atualmente, o tratamento padrdo de GBM se baseia
em quimio e radioterapia concomitante (um total de 60
Gy), combinada com temozolomida intravenosa diaria
(TMZ), por cerca de 6 a 12 meses. Porém, mesmo com
os recentes avangos terapéuticos, ainda nao foi obtido
um aumento relevante na taxa de sobrevida de
pacientes com GBM. Por esse motivo, torna se
imprescindivel o desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas para o tratamento deste tipo
de céncer. Compreender as multiplas formas de
comunicacdo entre o tumor e as células ao seu redor
pode ser um grande aliado para desbravar novas vias
para o tratamento (Broekman et al, 2018; Shafer et al,
2020; Milad et al, 2022).

H4 uma incessante busca por novas drogas
anticancer, contudo a descoberta e o desenvolvimento
de novos medicamentos podem apresentar inimeros
desafios até que a droga possa ser aprovada no
mercado. O reaproveitamento de medicamentos ja
aprovados pela Food and Drug Administration (FDA)
torna-se uma  solugdo  viavel para  essa
problematizagdo. Entre esses medicamentos que

apresentam grande potencial anticancerigeno, esta o
Dimethyl fumarato (DMF), um éster de acido fumarico
(FAE) aprovado para o tratamento de psoriase e
esclerose multipla (EM) (Brennan et al., 2021; LU et
al., 2022). Foi observado em diversos estudos que o
DMF possui efeitos farmacologicos antioxidantes e
anticancerigenos, além de diversas acdes biologicas
como moduladora das fun¢des imunes. A droga
quando ingerida ¢ rapidamente metabolizada para a
sua forma biologica ativa, o monomethyl fumarato
(MMF). Devido a caracteristica heterogénica do GBM,
se faz necessarios estudos sobre os efeitos deste
medicamento frente o glioblastoma (Ahmadi-Beni et
al, 2019); Wynn e Kourakis, 2020).

OBJETIVO

O objetivo deste projeto ¢ avaliar os efeitos
provocados pelo dimethyl fumarato (DMF) e o
monomethyl fumarato (MMF) em relacdo as linhagens
tumorais de glioblastoma multiforme para entrega
controlada de drogas com nanoparticulas de carbono.

METODOLOGIA

As linhagens celulares glioblastoma NG97 e
fibroblasto murino L1929 foram expandidas e
cultivadas em garrafas de 25cm? e 75cm? até atingirem
uma confluéncia ideal. Entao elas foram tripsinizadas
e distribuidas em placas de 96, 48 ¢ 24 pocos para os
ensaios de viabilidade, migracdo, morfologia e
citometria de fluxo. Os medicamentos DMF e MMF
foram diluidos em solugdo contendo 200uL de dimetil
sulfoxido (DMSO) e 800uL. de Tampao Salino Fosfato
(PBS) pH 7,4 para cada 1 mg de cada farmaco, ¢ foram
acrescentados aos pogos nas concentragdes de 10 ug e
20 pg de cada medicamento, além das concentragdes
da solugdo DMSO 20% + PBS 80% sozinha em 10 pL
e 20 pL. Apds 24 horas de incubagdo, cada placa era
analisada ou tratada de acordo com cada ensaio, como
demonstrado na estratégia de ensaio da figura 1.
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Figura 1: Metodologia desenvolvida através do site Biorender.
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RESULTADOS

O estudo nos possibilitou entender quais as
melhores concentracdes dos medicamentos Dimethyl
fumarato e Monomethyl fumarato. E de acordo com a
literatura a concentragdo de DMF que demonstrou a
maior redugao no crescimento celular foi 20pug/ml. Em
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Fonte: a autora.

contraposicdo, o MMF apresentou um estimulo no
crescimento celular em relacdo as concentragdes de 10
e 20ng/ml. Apos realizar diversos experimentos com
diferentes concentragdes observamos que as melhores
concentracdes para serem estudadas eram de 10 e
20pg/ml. A linhagem de L929 teve um comportamento
parecido com a linhagem de NG97, contudo numa
propor¢do bem menor.

Figura 2: Ensaio de viabilidade das linhagens de glioblastoma (NG97) e fibroblasto murino (1.929).
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Fonte: A autora.

E possivel comprovar esse fato ao observar o
ensaio de morfologia, onde o0 DMF apresenta uma
visivel diminuicdo no crescimento celular em
comparagdo com a fotografia A controle NG97, tanto
em 10pg/mL quanto e principalmente em 20pg/mL.

No entanto, ao compara com o MMF 10pg/mL, o
crescimento celular da linhagem de glioblastoma torna
se totalmente agressivo frente ao controle, formando

placas tridimensionais no formato de pequenos
tumores.
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Figura 3: Ensaio de morfologia
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Fonte: A autora.
linhagem frente ao controle. Ao adicionar o

medicamento nota-se uma singela reversdo na fenda
comparada ao inibidor da proteina STAT3 sozinho. Ja
o inibidor de mTor Rapa teve uma notavel influéncia
no crescimento celular da linhagem NG97, e
combinado com 0 MMF 20pg/mL nio houve nenhum
avanco na fenda (B e C).

Ao realizar o ensaio de migracdo, foi observado
que os pocos tratados e ndo tratados (Control) com
MMF apresentam migracao parcialmente completa em
24 horas e totalmente completa em 48 horas (A). Ao
inserir os inibidores STAT3 e Rapamicina (sozinhos
ou combinados com o MMF 10 e 20pg/mL), foi
identificada uma mudanga na morfologia celular da

Figura 4: Ensaio de migracio
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sistema imune e homeostase tecidual normal e no
cancer. A resposta do MMF aliados aos inibidores de
Stat3 e Rapa mostraram que nesta concentragdo, a
expressdo desta citocina também ndo foi elevada
nestes tratamentos. Novamente a combinacdo dos trés
tratamentos resultou em uma superexpressao de IL-10.
Porém em relagdo a expressdo de TGF-B1 pelas NG-

A estratégia de gates permite a analise em
porcentagem de marcadores de superficie e
intracitoplasmaticos na linhagem NG-97 (5A). Frente
ao ensaio de citometria de fluxo, foi identificado que o
MMF 20pg/mL ndo obteve relevante aumento em
relagdo ao controle tratado e ndo tratado com DMSO,

mas quando combinado com os dois inibidores revelou
um aumento de expressdo de PDL-2 (5B). Ao observar
os tratamentos expostos ao TRAIL-R2 evidéncia que
os receptores estdo diminuidos em comparagdo ao
TRAIL-R3, que foi mais expresso dentre todos os
tratamentos (5C). Neste experimento também foram
avaliadas as citocinas intracelulares IL-10 e TGFf1
que possuem um importante papel na regulagdo do

97 os resultados mostraram uma alta expressdo desta
citocina em praticamente todos os tratamentos, com
excegdo do DMSO (5C e 5E). A diminuigdo de células
duplo-positivas que (PDL-2+ TGFp1+) foram
observadas nos tratamentos Stat3+MMF 20ug/mL e
Rapa+MMF 20ug/mL, quando comparados aos seus
proprios controles Stat3 e Rapa (5F).
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CONCLUSAO
* Pode-se concluir que as melhores
concentracgOes a serem estudadas foram as de 10.e 20
pg/mL;

* O DMF apresentou uma maior significancia
na diminui¢do do crescimento celular em relagdo ao
MMF, contudo, ao ingerir o DMF ele rapidamente ¢
metabolizado na sua forma biologicamente ativa
MMF;

* A concentragdo de 10pg/mL de MMF ¢ a mais
estimuladora do crescimento celular da linhagem
NG9I7;

* Os inibidores STAT3 e Rapacina apresentam
grande influéncia no crescimento e morfologia celular
da linhagem de GBM in vitro.

* Houve uma superexpressdo da citocina
TRAIL-R3 em conjunto com os tratamentos da
linhagem de glioblastoma.
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