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RESUMO

Cancer ¢ um grupo diverso de doengas reunidas em um mesmo termo por possuir
caracteristicas semelhantes, tais quais o crescimento desordenado de células, capacidade de
invasdo de tecidos adjacentes ou a distancia e perda de fun¢do. Deste grupo parte € composta
pelos gliomas, representando cerca de 80% dos tumores do SNC. O glioblastoma multiforme
(GBM) ¢ o tipo de glioma mais prevalente e mais agressivo dos tumores malignos do SNC,
além de ter um dos piores progndsticos com sobrevida de 32% em 12 meses apds o diagnostico,
mesmo com a terapéutica atual. Tal terapia consiste em ressecgao cirurgica quando possivel,
havendo alta taxa de recorréncia, radioterapia e quimioterapia com temozolomida. Sua
agressividade, resisténcia e ma delimitagdo sdo os seus principais fatores contribuintes para o
reservado prognostico do GBM. Essas caracteristicas sdo devidos a sua fisiopatologia de alta
capacidade proliferativa, migratéria, invasiva, de evasdo a apoptose, alta taxa de
quimiorresisténcia e proliferagdo microvascular. Logo, terapias alternativas e complementares
se fazem necessarias para o GBM. Compostos de fontes naturais tém se mostrado promissores
aliados para o tratamento em cancer, sendo essas fontes, principalmente, algas marinhas
comestiveis. Um desses compostos ¢ a Fucoxantina (Fx), um abundante carotenoide marinho
responsavel pela cor marrom de algas pardas, com acdes datadas em inflamacao, oxidacgdo,
obesidade, diabetes e varios tipos de tumores. Desses tipos tumorais onde foi visto a a¢ao da
Fx, vérios sdo os de TGI, tendo estudos in vitro, in vivo e clinicos. Entdo, o presente trabalho
buscou comparar a a¢do da Fx em GBM e tumores do TGI, a fim de entender semelhangas e
diferencas da resposta a Fx e mecanismos envolvidos, visando tal futura terapia alternativa e
complementar necessaria. Este comparativo foi realizado através de uma revisao bibliografica
de artigos selecionados nas bases de dados PubMed e Repositorio Institucional da UFSC, sendo
artigos que relacionam Fx com GBM e Fx com tumores do TGI.

Palavras chaves: glioma, glioblastoma multiforme, cancer, tumores do TGI, fucoxantina,
carotenoide
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ABSTRACT

Cancer is a diverse group of diseases reunited on a single term for having similar
characteristics, like the disordered growth of cells, capability of adjacent or distant tissues
invasion and loss of function. Part of this group is composed of gliomas, representing about
80% of the central nervous system (CNS). The glioblastoma multiforme (GBM) is the most
prevalent and aggressive kind of glioma of the CNS malignant tumors, having one of the worst
prognosis with 32% of survival in 12 months after the diagnosis, even with the current therapy.
Such therapy consists of surgical resection when possible, having high rates of recurrence,
radiotherapy and chemotherapy with temozolomide. Its aggressiveness, resistance and bad
limitation are its main contributing factors for the reserved GBM prognosis. These
characteristics are due to its pathophysiology of high proliferative capability, migratory,
invasive, apoptosis evasion, high rates of chemoresistance and microvascular proliferation.
Therefore, alternative and complementary therapies are necessary for GBM. Compounds from
natural sources have been shown to be promising allies for the treatment of cancer, edible
seaweed being, mainly, these sources. One of these compounds is the Fucoxanthin (Fx), an
abundant marine carotenoid responsible for the color of brown algae, with dated actions in
inflammation, oxidation, obesity, diabetes and many kinds of tumors. From these tumor types,
where its been seen the effect of Fx, many are of the gastrointestinal tract (GIT), having in
vitro, in vivo and clinical studies. Hence, the present study sought to compare the action of Fx
in GBM and in GIT tumors, in order to understand similarities and differences of the response
to Fx and its mechanism involved, aiming such alternative and complementary therapy needed.
This comparative was performed by a literature review of articles selected from the data base
PubMed and Institutional Repository of the Federal University of Santa Catarina (UFSC),
them being articles that relate Fx with GBM and Fx with GIT tumors.

Keywords: glioma, glioblastoma, cancer, GIT tumors, fucoxanthin, carotenoid
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1.0 Introducio

1.1 Cancer e tumores do sistema nervoso central (SNC)

O cancer ¢ caracterizado pelo crescimento desordenado de células que podem invadir
tecidos vizinhos ou a distancia'. As causas de cancer podem ser genéticas, por carcindgenos,
hormdnios, virus ou o conjunto desses fatores>?.

A grande maioria dos casos de cancer estdo associados ao habito de vida e a menor
parte por conta de fator genético. Porém, tumores do SNC parecem receber pouca influéncia
do meio externo tendo discreto aumento de incidéncia com o uso de radioterapia em cabega e
pescoco, alimentagdo contendo nitrito de sodio e, embora controverso, exposi¢ao a campos
eletromagnéticos**°.

Os tumores de SNC ocupam a 10* posi¢do em incidéncia de tumores em homens ¢ a
11* para mulheres’. Apesar de representarem menos de 2% da incidéncia de cancer, eles
apresentam alta taxa de mortalidade* sendo os gliomas o tipo mais comum de tumor maligno
do SNC, correspondendo a 26,6% de todos os tumores do SNC e a 80,9% dos tumores malignos
do SNC*%.

1.2 Gliomas e glioblastoma multiforme (GBM)

Gliomas sdo primarios quando originam de astrocitomas de graduagdo menor ou
secundarios quando origindrios de metéastase®.

Baseado na semelhan¢a com as linhagens gliais, os gliomas sdo reconhecidos pela
Organizagao Mundial de Saude (OMS) como 7 diferentes tipos tumorais € organizados em 4
niveis de malignidade'® (Tabela 1). Dentre esses tipos, encontram-se 0s astrocitomas,
semelhantes aos astrocitos, células de suporte estrutural e metabolico que regulam as
concentragdes i0nicas no espaco extracelular, modulam as transmissdes via sinapse, liberam
neurotransmissores, fazem parte da barreira hematoencefélica, dentre outros®.

Astrocitomas de grau I e II possuem prognosticos melhores e ocorrem mais em jovens,
ao passo que os de grau III e IV sd3o mais agressivos € ocorrem mais em pessoas com mais
idade®.

O GBM ¢ classificado como grau IV e, além de mais agressivo entre os gliomas'!, € o
tumor maligno mais prevalente, tanto em tumores do SNC de forma geral quanto em gliomas.
Também, tem um progndstico bem reservado, onde aproximadamente apenas 32% dos
pacientes sobrevivem por mais de 12 meses ap6s diagnosticados'>.

Ele possui subdivisdes, segundo a OMS, a partir da expressdo de Isocitrato
desidrogenase (IDH), uma enzima do ciclo do 4cido tricarboxilico que sofre mutagdes no inicio
da formagdo do glioma'®. Essa subdivisdo ¢ feita em GBM, IDH-wildfype, sendo tumores
primarios que correspondem aproximadamente a 90% dos casos e que predominam em pessoas
com mais idade; GBM, IDH-mutante, que sao tumores secundarios ocorrendo em cerca de 10%
dos casos e acomete predominantemente pessoas jovens; ¢ GBM, NOS (Not Otherwise
Specified), referindo-se aos tumores em que a avaliagao do IDH nao pode ser feita'*.
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O GBM, nos exames de imagem, mostra-se como uma massa de dificil delimitacdo que
se expande na substancia branca do cérebro, podendo apresentar necrose no centro do tumor,
hemorragias, cistos, edema no perimetro do tumor e herniagdes que causam desvio da linha
média (Figura 1). “Tumor em asa de borboleta’’ (Figura 2) ¢ um achado de imagem que pode
acontecer quando o tumor passa para o hemisfério contralateral infiltrando-se pelo corpo
caloso'’.

Histopatologicamente, os GBMs apresentam intensa proliferacdo vascular no tecido
nervoso e adjacentes que assemelham-se com glomérulos renais, sendo denominados pseudo-
glomérulos. Os pseudo-glomérulos tém células endoteliais em grande nimero e com nucleos
tumefeitos, causadores de tromboses e consequentemente necrose coagulativa que ¢
frequentemente presente no centro desses tumores (Figura 1). Por fim, sua ma delimitagdo
deve-se a alta atividade mitdtica e capacidade de infiltrar-se em tecido saudéavel'® (Figura 1).

Clinicamente, a progressdo do tumor gera déficits neuroldgicos focais e hipertensao
intracraniana, devendo-se realizar ressonancia magnética (RNM) ou PET Scan e
posteriormente bidpsia ou ressec¢ao cirurgica para diagndstico®.

A terapia para GBM consiste em resseccdo cirurgica, quando esta for possivel,
associado a radioterapia e quimioterapia’®. A droga de escolha para quimioterapia ¢ a
Temozolomida, sendo o quimioterapico mais eficaz no tratamento para GBM, aumentando a
sobrevida mediana dos pacientes'®!’

No entanto, ainda com a existéncia de tais terapias, o tempo de vida por mais de 36
meses ¢ alcangado apenas por 12% dos pacientes apos o diagnostico'®. Tal baixa sobrevida
deve-se a alta taxa de progressao do GBM, uma vez que suas células tém alta capacidade
proliferativa, migratéria, invasiva, de evasdo a apoptose, alta taxa de quimiorresisténcia'® e
possuem alto grau de proliferagdo microvascular®.

1.3 Tumores do trato gastrointestinal (TGI)

Dentre os tumores do TGI, os de colon, reto, estdmago, cavidade oral e esofago sdo os
mais incidentes, ocupando a 2%, 4, 5* e 6 posi¢des, respectivamente, de incidéncia estimada
em homens, no ano de 2020 no Brasil. Em mulheres a incidéncia estimada para neoplasia de
colon e reto e estdmago, nesse mesmo periodo, ocuparam o 2° e 6° lugar de incidéncia
respectivamente, mostrando o menor acometimento em mulheres de tumores deste sistema’.
Com menor frequéncia aparecem as neoplasias de vesicula biliar, figado e pancreas?.

A maioria dos canceres colorretais (CRCs) acontecem de forma esporadica (75%), eles
sdo adenocarcinomas e estdo associados fortemente a fatores externos como: consumo de carne
vermelha, alcool e obesidade. Doencas inflamatorias intestinais (Retocolite Ulcerativa e
Doenca de Crohn) e condi¢des genéticas (Polipose Adenomatosa Familiar, Sindrome de
Lynch, parente de 1° grau com historico de cancer colorretal) sdo responsaveis pelas outras
25% das neoplasias de colon e reto. O rastreio sistematico resultou em aumento de sobrevida
e diminui¢do da incidéncia; o seu tratamento ¢ curativo, quando ha possibilidade de resseccao
cirurgica e paliativo com quimioterapia e radioterapia quando hé metéstase®.
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O cancer gastrico esta em sua maior parte associado com a Helicobacter pylori, dieta
com alimentos em conserva, defumados, sal e nitritos, além de alcoolismo e tabagismo. O
contexto genético ¢ presente também em cerca de 15% dos casos. A maioria dos tumores
gastricos sdo adenocarcinomas que sao diagnosticados quando ndao hé chance de cura
(resseccao cirargica), onde a terapéutica limita-se a quimioterapia e radioterapia paliativa®.

Por sua vez, as neoplasias de cavidade oral tém sua origem em 90% de células do
epitélio escamoso por mutagdes acumuladas devido, principalmente, ao etilismo e tabagismo,
além de exposi¢ao desprotegida ao sol e infec¢do pelo Papilomavirus Humano (HPV). Esses
tumores também sdao majoritariamente diagnosticados em estagios mais avancgados, onde o
tratamento visa retardo da progressao da doenca e aumento de sobrevida através de radioterapia
e quimioterapia. Cirurgia em sua maior parte ¢ curativa, porém so ¢ possivel em estagios
iniciais®*.

Tumores de es6fago, similarmente, tém relacdo com habitos como tabagismo e etilismo
em neoplasias de células escamosas e de condi¢des como Doenga do Refluxo Gastroesofagico
(DRGE) para desenvolvimento de cancer originado de células glandulares®. A incidéncia varia
do tipo escamoso para glandular conforme progressao craniocaudal do eso6fago, sendo que a
maioria das neoplasias de esofago acontecem nos dois tercos distais?. Sua letalidade ¢ muito
alta, tendo nimero de diagnosticos e de mortes por cancer esofagico muito préximos, devendo-
se sobretudo ao estadgio avangado em que esses tumores sdo diagnosticados. O tratamento ¢
curativo com cirurgia quando possivel e paliativo com quimioterapia e radioterapia?’.

Menos frequente, observa-se as neoplasias de vesicula biliar, que sdo associadas com
colelitiase, inflamagdo cronica, infec¢do cronica por Salmonella e malformacdes nos ductos
biliares. Este tumor também ¢ diagnosticado majoritariamente em fases avangadas com
metastase, tendo alta letalidade e tratamento paliativo com quimioterapia e radioterapia. Cura
¢ possivel por meio de ressecc¢ao cirtrgica quando diagnosticado em estagio inicial da doenca®.

Ademais, canceres de figado sdo majoritariamente Carcinomas Hepatocelulares
(CHCs), que tem origem etioldogica em fatores que causam inflamagdo cronica do figado
decorrendo em cirrose como hepatite viral, tanto por virus B como virus C, etilismo, doenca
hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA), esteatose hepdtica ndo alcoodlica (EHNA),
hepatite autoimune e hemocromatose. Com menor frequéncia ainda, ocorrem os
colangiocarcinomas, hepatoblastomas e hemangiossarcomas®. Seu diagnéstico ¢
majoritariamente em fases mais avangadas, tendo tratamento paliativo com embolizagao,
radioterapia, quimioterapia e tratamento curativo com ressec¢do cirurgica, transplantes ou
ablacao em fases iniciais®.

Finalmente, os canceres de pancreas sdo majoritariamente adenocarcinomas ductais,
sendo infrequentes suas outras formas como tumores neuroenddcrinos, tumores de células
acinares e carcinoma adenoescamosos. Os maiores fatores de risco associados sdo tabagismo e
obesidade. Novamente, tumores de pancreas possuem alta letalidade, além de ter diagnostico
em maior parte quando as chances de cura por cirurgia ja passaram, tendo tratamento paliativo
com quimioterapia e radioterapia®'.

Este grupo vasto de doencas tem sido alvo de terapias alternativas, complementares e
preventivas, sendo uma delas advindas da dieta, onde se tem demonstrado pela literatura
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diversos compostos naturais presentes nela que colaboram para acdo e prevengdao em
tumores*>*.

1.4 Fucoxantina

A Fucoxantina (Fx) ¢ um desses componentes. Ela ¢ um carotenoide presente em macro
e microalgas, sendo responsavel pela coloracdo caracteristica de algas marrons**.

A populagdo asiatica possui menor incidéncia de tumores encefalicos®’, uma das
possibilidades discutidas ¢ pela presenca significativa de algas pardas na dieta asiatica como
em wakame (Undaria pinnatifida) e konbu (Laminaria japonica), possuindo grande
quantidade de Fx nelas®®.

Quando ingerida, a Fx ¢ metabolizada em Fucoxantinol (FxXOH), que apresenta também
grandes efeitos anti-cancerigenos, superiores ao da propria Fx*7.

Ja se tem descrito para a Fx efeitos antioxidantes®®, antidiabéticos*® e antitumoral em
cancer de pulmao®, leucemia promielocitica®*, cancer de colon*', cancer de prostata*?, cancer
hepatico*?, cancer géstrico*, neuroblastoma* e em glioblastoma*®.

A Fx age inibindo a invasdo, migragdo, prolifera¢do celular, indugdo de apoptose®,
além de ser citotoxica apenas para células tumorais®’ e atravessarem a barreira
hematoencefalica (BHE)*.

Foi demonstrado que a agdo anti-invasiva e anti migratoria da Fx ocorre pela
diminui¢do das metaloproteinases (MMPs) que degradam o colageno tipo IV durante a invasao
celular e pela diminuicdo da adesdo celular na matriz extracelular (MEC), relacionada com a
diminui¢do da laminina, uma glicoproteina que faz parte do processo de ancoragem das células
ao substrato®.

Ja a agdo antiproliferativa € causada principalmente pela parada do ciclo celular nas
fases GO/G1°°, G1°' e G2/M através da inibicdo da expressdo de proteinas importantes deste
processo como a survivina®, pRb, ciclina D1, ciclina D2 e aumento da expressao de proteinas
com agao inibitoria do ciclo celular como as p15INK4B e p27KIP1.

Sua capacidade de indug@o a apoptose ocorre com o aumento de genes e proteinas pro
apoptoticas como as caspases e producao de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)??>453

Apesar de seus beneficios datados em multiplos problemas de satide, ndo se tem
delimitado exatamente os mecanismos de atuacao da Fx, devendo-se assim ter mais estudos a
seu respeito como possivel terapéutica alternativa, complementar ou mesmo preventiva para
cancer de forma geral e principalmente em GBM.

Diante o exposto sobre a fisiopatologia do GBM, sua agressividade e baixa sobrevida
mesmo com intervencdo, faz-se necessdrias alternativas terapéuticas para tratamento
complementar para o mesmo, sendo uma delas o uso de fucoxantina que tem se mostrado uma
substancia anticancerigena. Sendo a Fx j& previamente estudada em diversos tumores do TGI
e tendo promissores resultados, tem-se, entdo, uma boa fonte comparativa de sua agao.
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2.0 Objetivos

Sendo assim, o presente trabalho busca comparar a a¢ao da Fx em tumores do TGI com
a acdo sobre GBM a fim de entender semelhangas e diferengas em sua resposta a Fx e
mecanismos envolvidos, visando uma futura terapéutica alternativa ou complementar para o
tratamento de GBM.
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3.0 Métodos

3.1 Pesquisa da literatura

A busca dos 16 artigos escolhidos se deu pela pesquisa avangada das palavras chaves
“Fucoxanthin AND Cancer’” e “’Fucoxanthin AND Glioblastoma’’, respectivamente, nas
bases PubMed e Repositorio institucional da UFSC.

Os critérios de inclusdo foram a data de publicagdo ap6s o ano de 2017, para obtencao
de estudos mais atuais, escrita em inglés ou portugués e disponibilidade gratuita na integra nas
plataformas online. O resultado foi de 49 artigos da pesquisa de “Fucoxanthin AND Cancer’’,
todos em inglés, e 3 da pesquisa de ‘’Fucoxanthin AND Glioblastoma’’, 1 em inglés e 2 em
portugués. Os critérios de exclusdo foram a ndo abordagem no Abstract do artigo sobre a
correlagdao da Fx com pelo menos 1 tumor do TGIL.

Foram excluidos entdo, 33 artigos do resultado da pesquisa de “Fucoxanthin AND
Cancer’’, resultando, assim, em 13 artigos sobre Fx e tumores do TGI e 3 artigos sobre Fx e
GBM.

3.2 Coleta de dados e comparacio de resultados

Apbs a selecdo dos artigos segundo os critérios supracitados, foi realizada a leitura
integral dos artigos selecionados para coletar as informagdes referentes a agdo da Fx em
tumores do TGI e GBM. O seguimento foi feito com a comparagcdo dos resultados e
mecanismos coletados entre tumores do TGl e GBM.
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4.0 Resultados

4.1 Artigos sobre Fx em GBM
- Estudos in vitro

Pruteano et al.>® em seu estudo in vitro com a linhagem celular comercial US7MG de
GBM humano testou a acdo conjunta e separada da Fx e do LY-294002, um inibidor sintético
da fosfatidilinositol 3-quinases (P13K), que ¢ uma importante via de regulagdo do ciclo celular
relacionado a quiescéncia, proliferacdo e longevidade do cancer’”. O estudo foi realizado
principalmente através da andlise da expressdo génica desta linhagem celular de GBM na
presenca de diferentes concentragdes de Fx e LY-294002. Seu estudo inicialmente demonstrou
diminui¢ao da proliferagdo com alteragdo de estrutura das células de GBM tratadas com ambos
compostos, apresentando fragmentacdo nuclear, estruturas parecidas com pseudopodos e com
menor aderéncia ao substrato além de revelar aumento de apoptose ¢ necrose apos 24 e 48
horas com tratamento com Fx a 20uM. Esta concentragdo foi posteriormente adotada como
padrdo para este estudo, ja que concentragdes maiores provocaram morte celular o que impedia
a avaliacdo da acdo de ambos compostos. Os mecanismos para tais efeitos foram analisados
pela expressdo de marcadores genéticos que resultaram majoritariamente na redugdo de
expressdo de genes, sendo feita a comparacdo dos 25 genes mais alterados na presenca de
ambos compostos. A Fx induziu no marco de 24 horas um aumento de 10 genes expressos na
via P13K sendo associados a uma resposta de sobrevivéncia tumoral, mas que ndo se mantém
até o marco de 48 horas, apenas 5 se mantiveram aumentados, ao passo que ha diminui¢do de
24 genes nas mesmas 24 horas que majoritariamente se mantém até o marco de 48 horas. Um
dos genes aumentados que permaneceram foi o Janus quinase 2 (JAK2), um importante gene
que atua na manutengdo da via P13K, sendo considerado um marcador de resposta pro
proliferativa de sobrevivéncia do tumor. A Fx também atuou na via do Retinoblastoma, via
esta também relacionada a supressdo tumoral, diminuindo a expressdo de 42 genes nas
primeiras 24 horas, mantendo inibido 12 destes genes em 48 horas, sendo eles principalmente
efetores finais do ciclo celular como as ciclinas dependente de quinases CDK1 e CDK2 juntos
das ciclinas D4 e D6 e o principal iniciador do ciclo celular E2F. Ademais houve o aumento
da expressao do gene TP53 que € antitumoral®® além de a Fx também apresentar efeito sinérgico
com o0 LY-294002 atuando em diferentes genes nas mesmas vias.

O estudo in vitro do trabalho de conclusdo de curso de Pinto® com o objetivo de avaliar
a acdo da fucoxantina sobre a laminina, uma glicoproteina cuja funcdo ¢ fazer a adesao celular
a MEC, foi realizado com a cultura primaria de GBM ressecado cirurgicamente de uma
paciente. Neste estudo também foi demonstrado o efeito citotoxico da Fx sobre as células
tumorais. Em uma concentragdo de 100uM, houve reducdo da viabilidade em 30% das células
e reducdo da adesdo celular apdés 24 horas de tratamento. Foi realizada também a
imunocitoquimica com anticorpo especifico para a laminina evidenciando a microscopia
grande diminuicdao desta glicoproteina, sendo entdo esse efeito associado a diminuigdo da
adesao celular e consequentemente diminui¢ao da migracao e viabilidade celular.
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- Estudo in vitro e in vivo

A tese de mestrado de Lopes et al®® foi outro estudo com GBM ressecado
cirurgicamente de uma paciente e cultura das linhagens de GBM humano A172 e glioma de
rato C6 tratados com Fx nas concentracdes de 40, 70, 100 e 150uM. Em concentracido de
100uM, a Fx reduziu a viabilidade celular de todas as 3 linhagens celulares em 50%. Em cultura
de células saudaveis (astrécitos murinos), a Fx foi toxica apenas a partir da concentracao de
150puM, diminuindo a viabilidade celular de tais células em 40%, porém abaixo de 100puM ndo
alterou viabilidade destas células, evidenciando o efeito citotoxico da Fx apenas em células
tumorais quando acima da concentragdo de 100uM. A partir deste ponto as concentracdes
utilizadas foram de até¢ 100uM. A Fx também diminuiu em cerca de 45% a marcacao de células
em proliferacdo, além de diminuir o potencial clonogénico das células de GBM, tendo menor
nimero de clones advindos de uma unica célula apos 12 dias de tratamento, quando
comparadas ao grupo controle. Foram também realizados os ensaios de Trasnwell e Wound
healling para avaliacdo da migracdo celular. No teste de Wound Healing ndao se mostrou
alteracdo no comprimento do scratch ap6s 24 horas de tratamento, evidenciando o
impedimento da migragdo celular. Ja no teste de 7Transwell obteve-se uma migragdo 70%
menor nas células tratadas com Fx, quando comparado ao grupo controle. O ensaio de
Transwell revestido de matrigel também evidenciou reducgdo de cerca de 90% de invasdo das
células de GBM. A citometria de fluxo resultou em formagao de aproximadamente 45% de
células apoptoticas, sem evidenciar necrose. Também foram visualizados por microscopia
eletronica de varredura (MEV) e de transmissao (MET), além do ensaio de coloragdo de
Hoechst, alteragdes morfologicas e ultraestruturais das células. Essas alteragdes sao
compativeis com formag¢do de corpos apoptoticos. O tratamento com Fx também diminuiu o
potencial de membrana mitocondrial em cerca de 41%, além de diminuir em aproximadamente
89% a produgdo de ATP nas células tratadas com a concentragdo de 100uM de Fx. Na cultura
de células endoteliais de veia umbilical humana (HUVECs) tratadas com Fx, ndo houve
inibi¢do da migracdo celular, mas houve inibicdo do processo de tubulogénese. Foi realizada
também a investigagdo in vivo da Fx sobre a angiogénese da membrana vitelinica de codorna
que mostrou reducdo da vascularizagdo da membrana vitelinica comparado com o controle.

4.2 Artigos sobre Fx em tumores do TGI
- Estudo in vitro e in vivo

No estudo de Terasaki ef al.®!, foi visto o efeito do FXOH, na cultura in vitro de células
tronco de cancer colorretal (CCSC) com marcadores CD44 e EpCAM em grande quantidade
(CD44high/EpCAMhigh), grande quantidade de CD44 e pouco EpCAM
(CD44high/EpCAMIow) e pouco CD44 e muito EpCAM (CD44low/ EpCAMIlow), sendo elas
analisadas e separadas através de citometria de fluxo. Ambos os marcadores possuem acao
reguladora de sinalizacao, migracao, proliferagdo, diferenciacdo celular e metastase. Também
foi avaliado o efeito de FXOH em colonosferas formadas pela linhagem de célula de cancer
colorretal HT-29 e in vivo com xenoenxerto da colonosfera formada em camundongos. Houve



24
diminuigdo da viabilidade celular de forma dose dependente, sendo as células
CD44high/EpCAMlow as menos responsivas. As células CD44/ow/EpCAMhigh tiveram
maior reducdo de viabilidade apresentando 18,1% menor viabilidade na concentragao de 2uM
de FxOH quando comparada ao controle. As colonosferas tratadas com FxOH também tiveram
reducdo de viabilidade de forma dose dependente, sendo a reducdo da viabilidade de 95,9% na
concentracdo de SuM. Houve também a desintegragdo da colonosfera, condensagdo de
cromatina e fragmentacao do nucleo, caracteristicas essas de apoptose. A expressao molecular
nas colonosferas tratadas com FxOH também foi avaliada, tendo notavel redugdo da expressao
da P13K, de receptores ativados por proliferadores de peroxissoma /6 (PPAR B/d) e PPAR y
, sendo essas ultima proteinas nucleares receptoras que agem na proliferacao tanto de células
saudaveis quanto células tumorais. No xenoenxerto realizado nos camundongos, ap6s o décimo
dia de tratamento com FxOH, houve importante supressdo do tamanho do tumor.

- Estudos in vitro

Em outro estudo conduzido por Terasaki et al.®* foi testado in vitro o efeito do FxOH
na linhagem KMPC44 de cancer pancreatico (PC) desenvolvidos em camundongos PtflaCre/+;
LSL-k-rasG12D/+, um modelo murino de PC caracterizado pelo desenvolvimento de neoplasia
intraepitelial pancredtica. A avalia¢do do efeito do FxOH foi realizada através de citometria de
fluxo, analise de microarranjo e western blotting. No tratamento das células neoplasicas com
5uM de FxOH por 2 dias houve reducdo do tamanho das colonias formadas em cerca de 50%,
além de aumento de apoptose e inducdo de parada do ciclo celular na fase S em
aproximadamente 5% comparadas ao grupo controle. Foram também analisadas mudangas
transcricionais nas células KMPC44 tratadas por 1 dia com 5uM de FxOH resultando na
alteracdo principalmente dos grupos génicos envolvidos na regulacdo de adesdo celular,
adipogénese, apoptose, resposta imune, quimiocinas, proteinas do citoesqueleto, receptor do
fator de crescimento epidérmico (EGFR), receptor acoplado a proteinas G (GPCR), integrinas,
interleucinas, MAP quinases (MAPK), fator nuclear kappa B (NF-kB), P13K/ proteina quinase
B (AKT), fator de crescimento transformador (TGF-B), receptor toll-like e sinalizagdo de
wingless/integrated (Wnt). Foi avaliada também a presenca de proteinas importantes desses
processos e sinalizagdes através de western blotting resultando na diminuicao da expressao,
quando comparadas ao grupo controle, de receptor de quimiocina C-C 1 (CCR1), CCR4,
molécula de adesdo celular neuronal 2 (NCAM2), fosfo-quinase de adesao focal(Tyr397)
(pFAK[Tyr397]), pPaxillina(Tyr31), ciclina D1, ciclina B1, pAKT(Ser473), pAKT(Thr308),
fosfo-metiletilcetonal/2 (Ser217/221) (pMEK1/2[Ser217/221]) e fosfo-quinase regulada por
sinal extracelular (Thr202/Tyr204) (pERK1/2[Thr202/Tyr204]), sendo elas proteinas
relacionadas a sinaliza¢do em cancer de proliferacdo e resisténcia a apoptose. Houve também
aumento de caspase-3 clivada (p17/p19), um marcador de apoptose.

Em um estudo in vitro feito por Iyappan et al.% foi visto o efeito da Fx e concentracdes
entre 25 ¢ 200 uM/ml sob a cultura de células KB de carcinoma oral de células escamosas. A
citotoxicidade foi avaliada pelo teste de redugao do 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-
tetrazolio (MTT), enquanto a producao de EROs intracelular, MMP e inducao de apoptose
foram analisadas por Diacetildiclorofluoresceina (DCFH-DA), Rodamina 123, 4',6'-diamino-
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2-fenil-indol (DAPI) e técnica de coloragao dupla. Fx suprimiu de forma dose dependente a
proliferacdo celular e reduziu a viabilidade celular em mais de 50% conforme aumento da dose
(25 a 200uM/ml), sendo a reducdo de 50% a concentragdo de S50uM de Fx. O aumento da
producao de EROs, indugao de apoptose com visualizacdo de encolhimento celular e redugao
de MMP também se deu de forma dose dependente da Fx, além da agdo antioxidante das células
tratadas com Fx também foi reduzida.

No estudo de Foo et al.* foi visto o efeito do extrato de Chaetoceros calcitrans (CME)
que ¢ uma alga unicelular e de sua fracdo rica em fucoxantina (FxRF) em células HepG2 de
carcinoma hepatocelular humano e em fibroblastos embrionarios de camundongo 3T3. A
avaliagdo foi realizada por teste de citotoxicidade, observacdo morfologica e andlise de ciclo
celular. Ambos os compostos reduziram a viabilidade celular das células cancerigenas, tendo
maior efeito a FXRF de forma concentracdo e tempo dependente até concentragdes de
400ug/mL, chegando a redugdo de mais de 80% da viabilidade e nao tendo efeito citotoxico
em células 3T3, sendo as concentragdes de 200pug/mL para a CME e 100pg/mL para FXFR o
ponto de corte onde elas passaram a ser citotoxicas para células saudaveis também. A droga
doxorrubicina em sua forma pura teve efeito superior a FXRF ¢ CME. A analise morfoldgica
mostrou marcos de apoptose como encolhimento celular, fragmentagdo celular, corpos
apoptoticos, condensacao de cromatina, formagao de bolhas, multinucleacao, anormalidade de
cristas mitocondriais e extrusao citoplasmatica, sendo esses efeitos maiores no tratamento com
FxRF, principalmente a condensa¢do de cromatina. A andlise de ciclo celular demonstrou a
parada do ciclo nas fases G2/M, sobretudo para CME (32% em 72h) e GO/G1 para a FxRF
(47,04% em 72h). Foi visto também a diminui¢do da expressdo de vias sinalizadoras pelos 2
compostos como o AKT, ERK1/2 que levam a inibicao da replicagdo de DNA e consequente
morte celular e expressdo de c-Jun N-Terminal quinase (JNK) que esta relacionado a
proliferagao celular, sendo a FxRF mais efetiva em todas as inibi¢des. FxXRF mais que dobrou
a expressao do fator de ativagdo 1 da protease apoptdtica (APAF1) e citocromo C (CYCS),
sendo que aumento da expressdo do CYCS resultou na ativagdo de caspase-3 e caspase-9
decorrendo em apoptose. Finalmente, houve também inducdo de apoptose por aumento de
EROs através da diminui¢ao da expressao de genes antioxidantes como o superdxido dismutase
2 (SOD2) e atividade das enzimas catalase (CAT) por ambas substancias.

Por sua vez, no estudo realizado por Sui et al.® foi tentado aumentar a estabilidade e
biodisponibilidade da Fx pelo encapsulamento da mesma em polivinilpirrolidona (PVP)
formando nanoparticulas (NPs). Fx@PVP NPs foram avaliadas para identificar os melhores
parametros de encapsulamento e sua a¢ao em células Caco-2 de carcinoma colorretal humano.
Seus parametros de morfologia, estabilidade, eficiéncia de encapsulamento e capacidade de
carga foram 6timos na propor¢ao 1:8 de Fx:PVP e mantiveram a libera¢dao mais alta e por maior
tempo da Fx num modelo in vitro de digestao. O teste de viabilidade com uso de Fx e Fx@PVP
NP mostrou ndo ser citotéxico em condi¢des normais, ja quando hé adicdo de peroxido de
hidrogénio (H202), ocorre reducgdo de viabilidade de forma dose dependente (cerca de 80%)
sendo ela igual em concentragdes de 40uM para ambas formas e apresentando maior
citotoxicidade em concentragdes menores com a forma Fx@PVP NP. Tal efeito toxico foi as
custas do aumento de EROs pela acdo pro-oxidativa principalmente da Fx@PVP NP,
induzindo a apoptose nas células tumorais sob acdo de H>O», sendo que no grupo controle
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apenas com H>O» as células Caco-2 resistiram a agdo oxidativa. A Fx@PVP NP também
mostrou ser mais efetiva em levar e manter a Fx de forma mais constante nas células
cancerigenas.

Em seu estudo, Tamura et al.®® comparou a acao da Fx com o FXOH em células HCT116
de cancer colorretal humano. Ambas as substancias em ensaios de apoptose induziram a
formacao de células apoptdticas, principalmente FXOH, tendo um aumento de 52% a mais de
apoptose a 10 uM de FxOH e 13% a 25 uM de FX em 48h. O ensaio de ciclo celular mostrou
também grande parada do ciclo celular na fase subG1 ap6s 48h de tratamento com FxOH. O
uso de FXOH aumentou os niveis de NF-kB, entdo foi testado o efeito do FXOH junto com um
inibidor de NF-kB, o SM-7368. Foram usados 5 uM de FxOH, sendo a concentracdo que
induziu aumento de NF-KB e 20 uM de SM-7368, sendo que este tltimo sozinho ndo induziu
apoptose. Os resultados chegaram a mais de 85% de apoptose no cotratamento. Foi visto que
no tratamento apenas com FXOH a 5 uM houve redugdo do inibidor da proteina de apoptose
ligado ao X (XIAP) e do inibidor celular da proteina de apoptose-1 (cIAP-1), ja o cotratamento
com SM-7368 aumentou grandemente a quantidade de polimerase poli (ADP-ribose) (PARP)
clivada, proteinas que fazem parte do processo de reparacdo de dano em DNA e sdo alvos de
terapia para cancer por induzirem morte de células cancerigenas quando inibidas®’ e aumentou
também os niveis da proteina caspase-3.

- Estudos em modelos animais

Terasaki et al.®® fizeram outro estudo testando o efeito da Fx sobre xenoenxertos em
camundongos de tumores derivados de colosnoferas de CCSC da linhagem comercial HT-29,
além de analisar o perfil metabdlico do tumor nos camundongos. Os camundongos foram
tratados por 4 semanas com a Fx através de gavagem, sendo que o enxerto foi feito 1 semana
depois do inicio do tratamento. Nao houve diferen¢a na quantidade de comida ingerida nem
em sinais clinicos. Ao final das 4 semanas houve leve redu¢do de peso do rim direito e do
figado e pequena diferenga de peso corporal comparado ao grupo controle. Nao houve
diferenca de volume tumoral final entre os grupos, mas houve importante atraso na incidéncia
do tumor nos dias 16 e 19 sendo de 30% de incidéncia nos grupos tratados e 60% no grupo
controle. Foi avaliada a expressao da ciclina D1, uma proteina reguladora do ciclo celular, no
tumor apods o tratamento com Fx, resultando numa diminuicdo da expressao dessa proteina em
30%. O estudo do perfil metabdlico do tumor, soro e saliva dos camundongos pela
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) demonstrou menor
quantidade de glicina no tumor, maior na saliva e sem alteracdao no soro, sendo essa reducao
dessa proteina no tumor um indicativo de supressdo de transi¢do epitélio-mesénquima e
formacao de colonosferas.

Em mais um estudo realizado por Terasaki et al.® foi investigado o efeito da Fx no
microambiente tumoral no modelo azoximetano e sulfato de sodio dextrano (AOM/DSS) de
cancer colorretal em camundongos. Tal modelo consiste na indu¢do de dano ao DNA e colite
causada por esses quimicos, levando a formag¢ao de displasia e consequente cancer colorretal.
O trabalho seguiu com a analise da saliva dos camundongos em busca de possiveis preditores
do efeito preventivo da Fx. Os camundongos de 2 grupos foram alimentados com 6leo de Fx a
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30 e 6 mg/kg de peso corporal e os 2 grupos controle com as mesmas quantidade de azeite de
dendé além de terem a saliva coletada pouco tempo antes da eutandsia. A analise do
microambiente tumoral e da saliva foi feita por imunohistoquimica ¢ GC-MS. Nao houve
diferenca de sinais clinicos nem de peso entre os grupos ao final do estudo. Houve menor
namero de polipos nos animais tratados com Fx, mas o tamanho final dos pdlipos ndo foi
alterado. Obteve-se também a reducdo da incidéncia e progressao de ulcera de mucosa, criptas
displésicas, adenomas e adenocarcinomas comparados ao controle. No grupo tratado com Fx
foi observado a reducdo de CCSCs com CD44high/EpCAMhigh nas células das criptas
colonicas. Ademais, houve reducao de fibroblastos associado a cancer (CAFs), células ligadas
a varias fungdes do processo do tumor, com grande presenga de actina alfa de musculo liso (a-
SMA), sendo esta ultima associada ao avango do tumor para tecidos adjacentes e de impacto
prognostico no CRC. Macrofagos associados a tumor (TAM) e células semelhantes a células
dendriticas (DC-like cells) também foram reduzidas com o tratamento com Fx, sendo elas
também importantes no processo de progressdo do tumor. Finalmente, a andlise salivar dos
camundongos demonstrou importante redugdo da glicina quando comparada ao controle.

Seguindo a linha do estudo anterior, Terasaki et al.”’ realizaram um estudo novamente
com o modelo AOM/DSS de CRC em camundongos, tratando-os com Fx a 30 mg/kg de peso
corporal e os efeitos da Fx sobre o tumor, mas agora com analise continuada da saliva para
observar o comportamento dos metabdlitos presentes nela durante o tratamento. A analise foi
feita através de GC-MS e imunohistoquimica. Novamente ndo houve diferenca clinica ou de
peso entre os grupos e o grupo tratado com Fx teve menor incidéncia e progressao de tlcera de
mucosa, criptas displasicas, adenoma e adenocarcinoma. A caspase-3 ¢ uma enzima que exerce
papel central na apoptose e que estava aumentada nas células além do numero de células com
essas enzimas expressas aumentou em 80%, tanto nos adenocarcinomas quanto nas c¢lulas da
mucosa das criptas. Células CD44high/EpCAMbAigh tiveram reducdo de 30% em sua
quantidade. CAFs com grande quantidade de a-SMA tiveram redugdo apenas na mucosa das
criptas colonicas e ndo nas células de adenocarcinoma. A analise seriada da saliva evidenciou
menor quantidade de glicina e 4cido succinico em todas as analises feitas ao decorrer do estudo.

Em mais um estudo de Terasaki et al.”” em modelo murino AOM/DSS foi verificada a
acao da Fx no tecido adenocarcinomatoso de CRC. Os camundongos foram alimentados com
30mg de dleo de Fx por quilo de peso corporal a cada 3 dias por 3 semanas. A analise do tecido
tumoral foi feita por imunohistoquimica fluorescente e western blot. Novamente ndo houve
diferenga entre os grupos de sinais clinicos e peso; houve diminui¢do do nimero de tumores,
dano em mucosa, criptas displasicas, adenomas e adenocarcinomas e sua multiplicidade no
grupo tratado com Fx em relacdo ao grupo controle, porém ndo houve alteragcdo final do
tamanho do tumor entre os grupos. O nimero de células em tipo anoikis, um tipo de morte
celular programada que acontece em células por desprendimento da MEC", aumentou em 8,3
vezes comparado ao controle no tecido tumoral e 3,5 na mucosa da cripta.

Ja o estudo de Murase ef al.” analisou genes e expressao proteica de tumor num modelo
murino de transplante alogénico e ortotopico de células KMPC44 de cancer pancreatico
advindos de outro modelo murino transgénico de cancer de pancreas apos tratamento com Fx.
A analise foi realizada por microarranjo de DNA, imunofluorescéncia, western blot e RNA de
interferéncia (siRNA). Fx foi dada ad libitum, junto com ragdo, por 3 semanas, chegando a um
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total de 488 mg de Fx. O tamanho dos tumores de pancreas, peritonio parietal e numero total
de tumores diminuiu, além de reduzir também o numero de adenocarcioma tubular bem
diferenciado, moderadamente diferenciado, pouco diferenciado e nimero de adenocarcinomas
em geral. Nas alteragdes transcricionais foram vistas o aumento da expressao de 86 genes e
diminui¢do de 88 comparados ao grupo controle. Foram detectados aumento de 7 genes
promotores de cancer como Calgranulina A (S100AS), gene relacionado a progressao do ciclo
celular e diferenciacao’™ e anexina A10 (Anxal0) que possui papel na regulacao de crescimento
celular e na transducdo de vias de sinalizacdo’, enquanto foram detectados também aumento
da expressdo de 7 genes com acao antitumoral. Na expressao proteica houve diminui¢ao de
proteinas como o atenuador de Infocitos B e T (Btla) que ¢ um marcador de progressao tumoral;
CCL21 e CCR7, quimiocina e receptor respectivamente que possuem fung¢do em proliferagao,
resisténcia a apoptose, resisténcia a drogas, migra¢do e invasdo de células cancerigenas;
proteina r (Rho) que esta presente quando ha crescimento celular; N-caderina que estd
relacionado ao processo de metastase’™, aSMA, pFAK(Tyr397) e pPaxillina(Tyr31).

- Revisoes bibliograficas

Terasaki et al.”” realizaram outro estudo sobre o potencial preventivo da Fx em CRC,
realizando uma revisao sobre os estudos mais recentes envolvendo Fx ¢ CRC, sendo eles
divididos entre os efeitos da Fx em linhagens celulares, modelos animais e em humanos com
CRC.

Em linhagens celulares de CRC o FxOH reduziu o crescimento celular e induziu
apoptose. Houve significativa alteragdo genética, incluindo vias relacionadas ao ciclo celular,
integrinas, P13K/AKT, MAPK, fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (NRF2), via de
resisténcia a oxidantes, adipogénese, TGF-f, transdutor de sinal e ativadores de transcricao
(STAT) e WNT/ B-catenina que atua na proliferagdo, sobrevivéncia, morfogénese e migragao
de varios tipos celulares. Foi visto também diminui¢do da expressdo proteica de ciclina D1,
ciclina D2, integrinas, pPaxillina(Tyr31), pAKT(Ser473), pC-Raf (Ser338),
pMEK1/2(Ser217/221), fosfo-as maes contra o homoélogo decapentaplégico 2(Serd65/467)
(pSmad2[Ser465/467]) que sdo proteinas altamente expressas em tumores’ e PPARy, enquanto
NRF?2 foi aumentado. Tem-se demonstrado o efeito supressor do canal intracelular 4 de cloreto
(CLIC4), uma proteina ligada a supressao tumoral”, e inducao de anoikis pela redu¢dao de uma
integrina causada pelo FXOH em células DLD-1 de CRC humano. Na linhagem HCT116, a
uma concentragdao de 10uM de FxOH houve inducdo de apoptose pelo crescimento da atividade
de NF-kB. Fx reduziu também a viabilidade celular, induziu dano ao DNA em células HCT116
e HT-29 sem efeitos deletérios as células normais do colo, exceto em altas concentragoes
(acima de 100uM). Fx também aumentou o efeito da 5-fluorouracil (5-FU), uma droga
antitumoral®, em células HCT116. Ainda, induziu apoptose na linhagem WiDr pela parada do
ciclo celular nas fases G0/G1 e pelo aumento de um inibidor da ciclina D, a p21WAF1/Cipl.
Tanto Fx quanto FxOH induziram apoptose na linhagem Caco-2. A expressao da proteina Bcl-
2, cuja funcao ¢ regular o balanco entre sinais de sobrevivéncia e indugdo de apoptose®’, ¢
diminuida pela Fx, que também suprime o crescimento em células SW-620 por perda de
adesdo, atividade de invasdo, expressdo de MMP-9 e aumento do efeito antiproliferativo da 5-
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FU. Ademais, Fx e FXOH inibiu o crescimento celular de células primarias isoladas do tecido
de um paciente com CRC na concentragao de 20uM. Estudos do mesmo autor ja demonstraram
que tratamento com FxOH suprimiu a tumorigénese subcutanea em camundongos nao obeso
diabético/imunodeficiéncia combinada severa (NOD-SCID), modelo de xenoenxerto em
camundongos com importante imunodeficiéncia®.

J4 em modelos animais a administragdo de 5g de extrato rico em Fx por quilo de peso
corporal teve efeito anticancerigeno em modelos murinos AOM/DSS prevenindo o inicio do
tumor colorretal. Em solu¢des com 0,05 ¢ 0,1 mg de Fx/ml reduziram o nimero de criptas
aberrantes (ACF) que s3o preditores de carcinogénese intestinal®®> em modelo AOM. A
administracdo a 0.01% de Fx em 4gua suprimiu o inicio de ACF e a proliferacdo na cripta
colorretal no modelo murino de indugdo de CRC por 1,2-dimetilhidrazina. Em animais a Fx
também diminuiu a obesidade®*, diabetes®’, atividade inflamatoria e oxidativa®® sendo esses
importantes fatores de risco relacionados a CRC*.

De forma semelhante aos camundongos, em humanos a Fx também possui efeito sob
os fatores de risco relacionados ao CRC tendo também efeito antidiabetes, antiobesidade®,
anti-inflamatoria e antioxidante*® representando, assim um potencial preventivo a tumorigénese
em colo e reto, tanto em consumo de algas com grande quantidade de Fx quanto dela isolada.
Este efeito também ¢ observado em alguns estudos clinicos que mostraram menor incidéncia e
morbimortalidade de pacientes com CRC em dietas com presenga de alimentos ricos e Fx®7:8%%,

Outra revisdo integrativa, desta vez realizada por Roman et al.*°, buscou reunir
informacao sobre o efeito anti-inflamatodrio e anticancer de carotendides de microalgas. Sobre
Fx e seu efeito antitumoral, tem-se descrito efeito inibidor de crescimento em células de
adenocarcinoma gastrico pela supressao de ciclina B1, indu¢do de autofagia e apoptose pelo
aumento da proteina beclin-1 (BECN1), proteina que desempenha importante papel na
regulagdo de autofagia e morte celular®’, aumento de caspase-3 clivada, cadeia leve 3 da
proteina 1 associada a microtibulos (MAPILC3A), que também possui fungdo no processo de
autofagia® e redug¢do de Bcl-2. Fx demonstrou também efeito anticAncer pela reducdo da
atividade da B-glucuronidase, um marcador tumoral®® em célula DLD-1 de CRC. J& em tumor
hepatico, a Fx associada com cisplatina, um quimioterapico usado em varios tipos de tumores®,
teve efeito antiproliferativo maior do que a cisplatina per se em células HepG2 de
hepatocarcinoma humano, ocorrendo através da diminui¢do da expressao de NF-xB e pelo
aumento da atividade da via BAX/Bcl-2. Na mesma linhagem celular, a Fx demonstrou efeito
indutor de apoptose pela inibicao de via antioxidante e sinalizagdo de MAPK. Ademais, Fx
suprimiu a interagdo mortalina-p53, interagdo essa que diminui a ativacdo da p53 que tem efeito
antitumoral. Tal efeito se deu em diferentes tipos celulares como no hepatocarcinoma®. Por
fim, a Fx exibiu efeito protetor na carcinogénese em um modelo murino de hepatocarcinoma
induzido por dietilnitrosamina (DEN) pelo aumento endogeno de vias antioxidantes.

4.3 Semelhancas de acao da Fx em GBM e tumores do TGI
Em todos os estudos a Fx teve efeitos de diminuicdo de viabilidade celular de forma

dose dependente, tanto em GBM como nos diferentes tumores do TGI. Houve também aumento
da apoptose®®¢>¢2 suas proteinas efetoras como APAF1, CYCS, caspase-9%, caspase-362646670,
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Bcl-277, BECN1*° e redugao da resisténcia a apoptose por menor atividade de NF-kB, CCR1,
CCR4, TGF-p¢2, cIAP-1, XIAP%, CCR7 e CCL217%, além de visualizagao de alteragdes
morfologicas que indicam apoptose como fragmentacdo nuclear, estruturas parecidas com
pseudopodos, encolhimento celular, condensagdo de cromatina, formacdao de bolhas,
anormalidades de cristas mitocondriais e extrusdo citoplasmatica¢*¢>¢4  Ademais, tem-se a
reducdo de adesdao®**>>7!  de proteinas ligadas a adesdo celular como laminina®, n-caderina’,
NCAM, integrinas®?, MMPs® e anoikis’""". A proliferacdo celular também sofreu queda’®-¢%¢3
através da redugdo de expressdo de genes e proteinas relacionados ao ciclo celular e seu
processo como CDK 1, CDK2, ciclinas D4, ciclinas D6, E2F*¢, Ciclina D1, P13K, PPAR B/,
PPAR vy¢!, AKT, INK, CCR1, CCR4, EGFR, Wnt, TGF-p%, STAT, CLIC4, p21WAF1/Cip1”,
interacao mortalina-p53%°, CCR7 e CCL217, causando a parada do ciclo nas fase S%?, G2/M,
G0/G1% e Sub G1%. A agdo pro-oxidativa foi aumentadas®>®+¢>, assim como a antioxidativa foi
diminuida®*** pela reducdao da expressdo dos genes SOD2, CAT e NRF2%77 tendo maior
produgcdo de EROs®***4, diminuindo o potencial da membrana mitocondrial, redugdo da
producdo de ATP*® e aumentando a citotoxicidade no tratamento concomitante de Fx e H20>%.

4.4 Diferencas de acdo da Fx em GBM e tumores do TGI

As concentragdes de Fx necessarias para seus efeitos foram diferentes conforme cada
tipo de tumor e estudo. Semelhantemente, os percentuais de diminuigdo de viabilidade celular,
indugdo de apoptose, parada do ciclo celular, proliferacdo e dose em que a Fx comeca a ser
citotoxica para células saudaveis diferem entre os estudos. Alguns estudos usaram diferentes
formas de apresentacdo da Fx, além de seu 6leo, como encapsulamento em PVP®, seu
metabolito FxXOH®* e FxXRF da CME®. Alguns estudos com anélise de expressdao génica e
proteica mostraram aumento da expressdo de proteinas e vias indutoras de proliferagdao em
algum momento do tratamento, como o aumento da expressdo de P13K>¢, SI00A8 e Anxal07,
enquanto os outros apresentaram apenas alteragdes desfavoraveis ao crescimento tumoral.
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5.0 Discussao

Cancer ¢ um termo abrangente que envolve mais de 100 doengas em diferentes 6rgaos,
tecidos e de diferentes tipos de células. As semelhancas que as unem € o crescimento
desordenado das células, perda de fun¢do e capacidade de invasdao de tecido adjacente ou a
distancia'. Na andlise dos artigos selecionados, sendo através de diminuicdo da viabilidade
Celular56’59’60’61’62’63’64’66, proliferag5056,60,6l,62,63,65,66,68,73,77,90’ lndugﬁo de apoptOS656760,62,64 ou
reducdo de adesdo celular®®*6271-7277 a Fx apresentou efeitos anticancerigenos tanto em GBM
quanto em alguns tipos de tumores do TGI. Tal efeito ¢ semelhante ao de quimioterapicos,
agindo sobre o que torna essa variedade de doengas semelhantes entre si*.

Nos estudos de Pruteano ef al.’® e Murase et al.”? foram identificados aumento de
expressdo génica e de proteinas ligada a resisténcia e proliferacdo das células cancerigenas,
como as da via PK13 e nos genes SI00A8 e AnxalO respectivamente. Sabendo da resposta do
tumor na presenca de Fx ¢ interessante estudar e descrever esses mecanismos responsivos de
sobrevivéncia tumoral para uma terapia que também iniba esse estimulo. A Fx também mostrou
efeito sinérgico com outras drogas, como LY-294002, um inibidor da P13K*¢, ¢ 5-FU que ¢
um quimioterapico inibidor da sintese de DNA e RNA#®, tendo resultados melhores vindo desta
combinacdo do que no tratamento com apenas uma das substancias®®”’. Esses aspectos
corroboram para o foco num tratamento que atinja multiplas vias de sinalizagdo como ja foi
experimentado em cancer de pulmao®’, cancer de ovario®® e leucemia linfoblastica aguda®,
além de ter como alvo as vias de resposta de sobrevivéncia tumoral para obter melhores
resultados’.

A Fx exerceu efeito anticancerigeno em todos tumores e linhagens tumorais dos
estudos analisados, mas o fez em diferentes concentragdes, como 25uM®, 40uM*s>, 50uM®,
100uM>*%0, 200uM>¢ e 2,5mg/Kg de peso corporal®-7®7!, diferentes apresentagdes como FxFR
da CME®, seu metabdlito FxOH®*%¢ e encapsulamento em PVP® além de sua forma em o6leo
utilizada nos demais estudos. Houve variedade também nas concentragdes em que foram
toxicas para células saudaveis, como 150uM* e 200pg/mL para a CME e 100pg/mL para
FxFR®%. As concentragdes efetivas para o efeito desejado ja sdo esperadas de serem diferentes
entre os tumores € o mesmo para citotoxicidade pelo tratamento'®. Logo seria interessante
saber a dose 6tima em cada tipo de tumor e, pensando num cendrio de uso sistémico como nos
modelos animais dos artigos analisados, saber como atingir o nivel sérico terapéutico sem que
atinja as doses toxicas para células saudaveis e qual ou quais apresentagdes realizariam de
forma mais efetiva esse objetivo.

Em 7 dos estudos analisados destacam-se os efeitos e potenciais preventivos da Fx
contra o cancers+66-68:69.7071.73.77.90 Por estar presente em grande quantidade em algas marrons*
e ser majoritariamente seguro para células sauddveis®®, uma dieta com a presenga destes
alimentos ricos na Fx poderia trazer beneficios e diminuir a incidéncia de tumores,
principalmente daqueles relacionados a fatores de risco, ja que a Fx possui agdo registrada sob
inflamagao®, obesidade®** e diabetes®. Quando ingerida, um dos metabdlitos advindos da
digestdo da Fx ¢ o FXOH que também mostra-se eficaz contra o cancer de forma ativa e
preventiva®'. No GBM o efeito preventivo da Fx ainda ¢ especulativo®. Sendo assim, sdao



32
necessarios estudos clinicos robustos sobre o efeito da Fx em GBM e em tumores de forma
geral, para mensurar seu efeito e possivel impacto epidemiologico de forma mais fidedigna.

A Fx apresentou efeito anticancerigeno em todos os estudos analisados, mas em
nenhum deles o efeito foi de 100% de morte das células tumorais. Especula-se que a
sobrevivéncia seja majoritariamente por conta das CSCs®¢®6>703¢ que sdo altamente
resistentes, através de varios mecanismos, como superexpressdo de proteinas antiapoptoticas,
quiescéncia, capacidade de reparo de DNA, enzimas desintoxicantes, morfologia especifica,
potencial replicativo, bombas de efluxo de drogas e capacidade de autorrenovagdo'®'. Apesar
disso a Fx conseguiu reduzir alguns desses fatores como a indugao de apoptose das CSCs®' e o
potencial proliferativo, com a¢do anticlonogénica®®, que ¢ uma das caracteristicas marcantes de
agressividade do GBM"™.

Além da proliferacdo e evasdo de apoptose, a alta capacidade de migragdo, invasdo e
proliferagdo vascular sdo outras expressivas caracteristicas que justificam o alto potencial de
progressao tumoral do GBM'*?°, Migragdo, invasao e angiogénese fazem parte do processo de
metastase'??, além da proliferagcdo de novos vasos serem essenciais para sobrevivéncia € avango
do tumor'®. Sendo assim a Fx também possui a¢cdo sobre esses processos € poderia diminuir a
agressividade do GBM, ja que impede a diferenciagdo celular na tubulogenesis® e diminui
migracao e invasao®>®. Estes efeitos anti-migratdrios e anti-invasivos também foram vistos em
alguns tumores do TGI dos estudos analisados®'-62:¢3-64:66:6877.90 ' corroborando para tal hipdtese.

Estudos de Terasaki et al.®**7 mostraram aumento de glicina na saliva dos
camundongos utilizados no estudo, sendo interpretado como marcadores de progressiao
tumoral. Metabolitos presentes na saliva ja foram correlacionados com a presenga de tumores
em cancer de mama, de pancreas'™ e carcinoma oral’®. Em GBM ainda ndo se sabe de tal
ocorréncia. Seriam necessarios, entdo, estudos com esse enfoque, uma vez que um marcador
salivar de progressdo tumoral seria um método seguro, ndo invasivo e barato de ser realizado,
além de seu potencial uso como rastreio, estadiamento e prognostico'®.
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6.0 Conclusao

O GBM ¢ muito agressivo, tendo mal progndstico e carecendo de terapias que
aumentem de forma significativa o tempo de vida e sua qualidade, devido principalmente a sua
rapida progressao e resisténcia aos tratamentos vigentes'”.

Neste contexto, a Fx tem se mostrado um promissor aliado contra o cancer, sendo
relativamente seguro, de facil acesso, barato, tendo efeitos per se contra as células tumorais®®
e exercendo sinergismo com outras drogas antitumorais, tanto em tumores do TGI®® quanto no
GBM?>¢, Ademais seu efeito preventivo contra o cancer tem se mostrado promissor nos estudos
com tumores do TGI6+66:68:69.70.71.73.77:90 & gey potencial de prevengdo deve ser mais estudado em
GBM.

De forma geral, hd poucos estudos sobre a atuacdo da Fx em GBM, apesar dos estudos
jé realizados mostrarem efeitos positivos. Observa-se cada vez mais seus efeitos contra varios
outros tipos de tumores, sendo que tais efeitos sdo semelhantes entre os diferentes tumores
analisados, incluindo o GBM.

Fica evidente, entdo, seu promissor potencial e necessidade de mais estudos,
principalmente sobre como atacar as vias de respostas de sobrevivéncia das células tumorais e
suas CSCs.

Sao necessarios, ainda, mais estudos em modelos animais e estudos clinicos robustos,
permitindo meta-analises para averiguar se o potencial da Fx ¢ traduzido em efeitos benéficos
de forma epidemioldgica, para entdo ter recomendagdes clinicas de tratamento ou de satde
coletiva para prevencao do cancer.

Finalmente, este trabalho possui suas limitacdes metodologicas e corrobora para a
necessidade do aprofundamento citado acima.
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TABELAS

Tabela 1: Tipos de tumores do SNC e suas respectivas caracteristicas de acordo com a OMS

Graduacio Caracteristicas Tipos de tumores
histopatoligicas

Grau Il Lesdes em geral infiltrativas, Astrocioma difuso,
com atipias nucleares e baixo  oligodendroglioma,
indice mitdtico, sem ependimoma ¢
proliferacio endotelial ou oligoastrocitoma misto
Necrose

Grau IV Lesbes infiltrativas, atipias
nucleares, alto indice mitotico,  Ghoblastoma multiforme
células gigantes
multinucleadas, necrose e
proliferacio endotelial

Fonte::Kleihues P, Louis DN, Scheithauer BW, Rorke LB, Reifenberger G, Burger PC, Cavenee WK. The WHO
classification of tumors of the nervous system. J Neuropathol Exp Neurol. 2002 Mar;61(3):215-25; discussion

226-9. doi: 10.1093/jnen/61.3.215. PMID: 11895036
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FIGURAS

Figura 1: 4 diferentes pacientes com GBM que ilustram a heterogeneidade anatdmica da lesao.
As imagens ponderadas em T1 com contraste em corte axial demonstram aparecimento do
GBM: (a) realce em perimetro de massa com necrose central no lobo parietal direito com edema
circundante; (b) massa irregular com realce que atravessa o corpo caloso; (c) massa com realce
bem circunscrita no lobo frontal esquerdo sem edema associado; (d) massa infiltrativa mal
definida no lobo frontal medial esquerdo sem necrose aparente.

Fonte:Hanif F, Muzaffar K, Perveen K, Malhi SM, Simjee ShU. Glioblastoma Multiforme: A Review of its
Epidemiology and Pathogenesis through Clinical Presentation and Treatment. Asian Pac J Cancer Prev. 2017 Jan
1;18(1):3-9. doi: 10.22034/APJCP.2017.18.1.3. PMID: 28239999; PMCID: PMC5563115. Disponivel
em:https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5563115/. Acesso em 02 de outubro de 2022.

Figura 2:Imagem de RM coronal aprimorada ponderada em T1 mostrando uma lesao irregular
sem realce ao centro com margens realgadas invadindo os lobos frontais (A). Notavel aspecto
paraidolico de uma borboleta (B).

Fonte:Maranhdo-Filho P, Vincent MB. Neuropareidolia: diagnostic clues apropos of visual illusions. Arq
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Disponivel em: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/20069234/. Acesso em 02 de outubro de 2022.
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