-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byfz CORE

provided by UNESC

UNIVERSIDADE DO EXTREMO SUL CATARINENSE
UNIDADE ACADEMICA DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

GIULIA DOS SANTOS PEDROSO FIDELIS

EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE MELATONINA ASSOCIADA A
NANOPARTICULAS DE OURO SOBRE O DESENVOLVIMENTO
TUMORAL E PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO EM
ANIMAIS EXPOSTOS A UM MODELO EXPERIMENTAL DE
GLIOBLASTOMA.

CRICIUMA, DEZEMBRO DE 2017


https://core.ac.uk/display/297690821?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

GIULIA DOS SANTOS PEDROSO FIDELIS

EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE MELATONINA ASSOCIADA A
NANOPARTICULAS DE OURO SOBRE O DESENVOLVIMENTO
TUMORAL E PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO EM
ANIMAIS EXPOSTOS A UM MODELO EXPERIMENTAL DE
GLIOBLASTOMA.

Dissertacdo de Mestrado apresentado ao
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias da
Saude para obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias da Saude.

Orientador: Prof. Dr. Ricardo Aurino Pinho

CRICIUMA, DEZEMBRO DE 2017



FOLHA INFORMATIVA

A dissertacéo foi elaborada seguindo a resolucao 07/2015 do Programa de POs-
Graduacao em Ciéncias da Saude na Universidade do Extremo Sul Catarinense —
UNESC. Este trabalho foi realizado nas instalagdes do Laboratorio de Fisiologia e

Bioquimica do Exercicio do Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias da Saude na

Universidade do Extremo Sul Catarinense - UNESC.



AGRADECIMENTOS

Meu primeiro agradecimento com certeza é para Deus, por ter me dado um
ano tdo maravilhoso. Cheio de correrias, ansiedades, mas mesmo assim um dos
melhores anos que ja vivi.

Agradeco também imensamente a meus pais, avos e irma por todo apoio,
incentivo e compreensao durante esses longos anos de estudos. Amo vocés!

Ao meu marido, que a cada ano que passa eu amo e admiro mais.
Realmente n&o sei como tu me atura e ainda me ama e consegue me fazer sorrir
quando estou irritada (o que € bem normal) depois desses quase 10 anos juntos. Te
amo <3

As minhas amigas Bruna, Hemelin e Lara, ndo s6 por me acompanharem
durante todo esse trabalho, mas por serem minhas amigas e nao desistirem de mim
quando eu fico insuportavel (o que também é bem normal). Vocés sao as melhores!

Aos amigos que o mestrado me deu, Gustavo Mastella e Luiza Matrtins, e
também a Maiara Pereira que ja era minha amiga muito antes da faculdade, por
também terem me ajudado em todo o meu trabalho mesmo nés nao fazendo parte
dos mesmos laboratdrios, por ficarem exaustos comigo organizando eventos, e por
fofocarem comigo durante a semana toda. Saibam que vocés foram muito especiais.

Aos meus companheiros de laboratdrio Renata, Priscila, Pauline, Emerson,
Thais, Helen, Barbara, Julia, Paulo Roberto e Carol, que me ajudaram de alguma
forma durante esses quase dois anos e também as meninas do Labim por diversos
procedimentos em que vocés foram essenciais. Muito obrigada!

E por fim meu agradecimento especial, ao meu Orientador Ricardo Aurino
Pinho, que nesses cinco anos e meio tem sido um exemplo de professor, pesquisador
e de pessoa. Vocé me ensinou muito mais que Bioquimica e Fisiologia, vocé me
mostrou como ser uma pessoa mais humana e mais humilde. Minha admiracao eterna

para vocé!



“ ..Dream on, dream on, dream on
And dream until your dream comes true...”

Aerosmith



RESUMO

Gliomas sao os tumores mais frequentes do sistema nervoso central, que se alocam
em células da glia. Dentre suas subclassificacdes, o de grau IV (glioblastoma - GBM)
€ 0 que apresenta progndéstico de maior gravidade, pois é considerado altamente
complexo, devido a elevada capacidade de infiltracdo, o que dificulta sua resseccao
por completo. Estudos prévios tém demonstrado que o estresse oxidativo € um
fendbmeno presente na doenca e pode ser um agente importante sobre a queda da
imunidade e sua progressao. Desta forma, estudar terapias que possam contribuir
para reduzir o agravamento da doenca torna-se extremamente relevante para a saude
publica. A melatonina (MEL) € um horménio sintetizado a partir do triptofano e
produzido pela glandula pineal, responsavel pela organizacdo temporal dos ritmos
biolégicos. Além de ter papel importante na regulacdo endocrina e no sistema
imunologico, exerce também funcdo antioxidante. Adicionado a isso, 0 ouro, em
porcdes nanométricas (GNP) tem apresentado propriedades antiinflamatérias e
antioxidante. Com isso, o objetivo desse estudo foi verificar se a suplementacao de
melatonina associada ou ndo a nanoparticulas de ouro pode contribuir para aumentar
a imunidade e reduzir os danos oxidativos cerebrais e sistémicos em animais expostos
a um modelo experimental de GBM. 105 camundongos c57-black/6 foram divididos
em duas etapas do experimento: a primeira para a caracterizacdo do modelo
experimental, os animais foram divididos em 2 grupos (Controle e GBM); na segunda
etapa os animais foram divididos em 8 grupos (Controle, GBM, Melatonina, GNP, GNP
+ Melatonina, GBM + Melatonina, GBM + GNP e GBM + Melatonina + GNP). Animais
de grupos com GBM (2, 6, 7, 8) receberam células tumorais GL261, ja animais dos
grupos sem doenca (1, 3, 4, 5) receberam PBS, ambos por cirurgia estereotaxica. 7
dias ap0s a cirurgia, 0s animais comecaram a receber a suplementac¢éo, durante 21
dias. Neste periodo foi avaliado peso, ingestédo de liquidos e comida, limiar de dor e
parametros de equilibrio e locomocédo. 28 dias ap6s a inducdo os animais foram
eutanasiados por deslocamento cervical, sendo coletados o sangue e cérebro para
analises histoldgicas, bioquimicas e moleculares de parametros de estresse oxidativo.
Na etapa 01 o modelo de GBM induzido através da inoculacéo intracerebroventricular
de células GL261 se mostrou viavel, com animais GBM apresentando dano em DNA,
déficits locomotores, aumento de dor e alteracGes histopatoldgicas particulares do
glioblastoma. J& na etapa 02 a suplementacdo de melatonina, GNP ou a associacao
de ambas mostrou um maior nimero de resultados significativos quanto a parametros
clinicos, comportamentais, producéo de oxidantes em relacéo a niveis de oxidacéo de
DCFG, sistema redox (Sistema glutationa) e dano oxidativo em proteinas. Tomados
em conjunto, nossos dados mostram que o modelo animal utilizando células GL261 é
capaz de mimetizar a doenca e também sugere que a associacdo de Melatonina a
nanoparticulas de ouro pode vir a ser uma nova terapia em potencial para pacientes
com GBM. No entanto mais estudos ainda sdo necessarios para elucidar o mecanismo
pelo qual isso ocorre.

Palavras chave: GL261, Glioblastoma, Melatonina, Nanoparticulas de ouro, Estresse
oxidativo.



ABSTRACT

Gliomas are the most frequent tumors of the central nervous system, which are
allocated in glial cells. Among its subclassifications, grade IV (glioblastoma - GBM) is
the one with the most severe prognosis, because it is considered highly complex, due
to the capacity of infiltration, and makes it difficult to completely resect it. Previous
studies have shown that oxidative stress is a phenomenon present in the disease and
can be an important agent on the decline of immunity and its progression. In this way,
studying therapies that are responsible for reducing the worsening of the disease
becomes extremely relevant for public health. Melatonin (MEL) is a hormone
synthesized from tryptophan and produced by the pineal gland responsible for the
temporal organization of biological rhythms. In addition to important role in the
endocrine regulation and in the immune system, it also has an antioxidant function.
Recommended with the definition of anti-inflammatory and antioxidant properties. The
objective of this study was to verify whether the supplementation of melatonin
associated or not to gold nanoparticles may contribute to increase immunity and
reduce cerebral and systemic oxidative damages in animals exposed to an
experimental model of GBM. 105 c57-black / 6 mice were divided in two stages of the
experiment: a first for a characterization of the experimental model, the animals were
divided into 2 groups (Control and GBM); (Control, GBM, Melatonin, GNP, GNP +
Melatonin, GBM + Melatonin, GBM + GNP and GBM + Melatonin + GNP). Animals
from GBM groups (2, 6, 7, 8) received GL261 tumor cells, and animals from the
disease-free groups (1, 3, 4, 5) received PBS, both by stereotactic surgery. 7 days
after surgery, the animals began receiving supplementation for 21 days. In this period
we evaluated weight, fluid and food intake, pain threshold, balance and locomotion. 28
days after the induction the animals are euthanazieds by cervical dislocation, being
collected on blood and brain for histological, biochemical and oxidative stress control
molecules. In step 01 the GBM model induced by the intracetal-ventricular inoculation
of GL261 cells was shown to be viable, with GBM animals exhibiting DNA damage,
locomotor deficits, increased pain, and particular histopathological etiologies of
glioblastoma. In step 02 the supplementation of melatonin associated to GNP showed
a greater number of significant results regarding a clinical parameter, behavioral,
production of oxidants, redox system and oxidative damage in proteins. Taken
together, our data show that animal model GL261 cell development is able to mimic a
disease and also suggests that an association of melatonin to gold nanoparticles may
prove to be a potential new therapy for GBM patients. However further studies are still
needed to elucidate the mechanism by which this occurs.

Key words: GL261, Glioblastoma, Melatonin, Gold nanoparticles, Oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

Fatores de risco modificaveis, como o estilo de vida e ndo modificaveis,
como fatores genéticos, constituem a base do surgimento de diversos tipos de
tumores, 0s quais podem atingir estruturas corporais extremamente sensiveis e de
dificil diagndstico (INCA, 2006). O cancer em si é considerado um crescimento celular
anormal, capaz de invadir tecidos adjacentes ou a distancia, através de metastase
(Uehara et al., 1998). No Brasil, segundo Ministério da Saude (2012) esta patologia
corresponde a cerca de 16% dos Obitos, numero superado apenas por O6bitos
relacionados a doencas do sistema circulatorio (29%). Dados do Instituto Nacional do
Cancer (INCA) (2016) apontam que de todos os tumores malignos no mundo, cerca
de 2% correspondem ao cancer do sistema nervoso central (SNC) (Porter et al., 2010).

Em termos de incidéncia, o cancer do SNC é o 14° tipo mais frequente em
homens com o risco estimado de 3,9/100 mil e o 15° entre as mulheres, com o risco
estimado de 3,0/100 mil. As maiores taxas de incidéncia encontram-se nos paises
europeus. Apesar de esse tipo de tumor ser relativamente raro, contribui, de forma
significativa, para a mortalidade no mundo inteiro. Para o Brasil, no ano de 2016,
estimam-se 5.440 casos novos de cancer do SNC em homens e 4.830 em mulheres.
Esses valores correspondem a um risco estimado de 5,50 casos novos a cada 100
mil homens e 4,68 para cada 100 mil mulheres (INCA, 2016).

Dentre os tumores no SNC, os gliomas encontram se entre 0s tipos
histoldgicos mais frequente e representam cerca de 40% a 60% de todos os tumores
primarios do SNC, sendo mais comum na faixa etaria adulta. A maioria dos tumores
do SNC corresponde aos originados no neuroepitélio primitivo. A principal célula
envolvida neste tipo de tumor é a neuroglial, motivo pelo qual sédo caracterizados como
gliomas. Este tecido chamado de glia é responsavel pela nutricdo e suporte neuronal,
auxiliando-os a cumprir suas funcées com éxito (American Brain Tumor Association,
2016).

Mesmo sendo um tipo de cancer muito agressivo, com uma baixa
estimativa de sobrevida para o paciente (American Brain Tumor Association, 2016),
ainda h& poucos estudos relacionados a tratamentos para este tipo de neoplasia,

tornando-se, portanto, um grande desafio para a saude publica atualmente.
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1.1 GLIOMA

Dentre os tumores que ocorrem no SNC, ha aqueles que surgem nas
células que dao suporte ao funcionamento do sistema, chamadas células da glia.
Todos tumores que ocorrem nessa regiao sao chamados de gliomas. Os gliomas, por
sua vez, sao classificados pelo seu tipo celular predominante como astrocitoma,
oligodendroglioma, ependimoma e tumores mistos oligodendrogliais e astrociticos. A
grande maioria € caracterizada pelo crescimento infiltrativo difuso no parénquima
circundante do SNC (Schneider et al., 2010; Lenting et al., 2017).

O astrocitoma é o tipo de tumor mais frequente, o qual ocorre nos astrocitos
onde a funcéo principal é a sustentacdo e a nutricdo dos neurénios. Dores de cabeca,
convulsdes, perda de memdria e alteracbes no comportamento sdo 0s sintomas
iniciais mais comuns do astrocitoma. Podem ocorrer outros sintomas dependendo do
tamanho e localizagéo do tumor e como muitos tipos de tumores, a causa exata nao
€ conhecida (American Brain Tumor Association, 2016). A OMS classifica os
astrocitomas em quatro graus, com base nas suas caracteristicas histolégicas: grau |
(astrocitoma pilocitico, astrocitoma subependiméario de células gigantes), ocorre
predominantemente em criangcas e adultos jovens e podem ser tratados
cirurgicamente ou com inibidores de mTOR; grau Il (astrocitoma difuso), os quais
manifestam-se habitualmente por crises convulsivas em adultos jovens. Podem ser
tratados cirurgicamente e com certos agentes quimioterapicos, como a temozolamida
(TMZ); grau Il (astrocitoma anaplasico) que em geral surge na quarta e na quinta
décadas de vida tendo o tratamento igual ao de grau IV que consiste em ressec¢ao
cirdrgica maxima, seguida de radioterapia, com administracdo concomitante e
adjuvante de TMZ ou com radioterapia e TMZ adjuvante isoladamente; grau IV
(glioblastoma) onde os tumores aparecem como massas constratadas em anel, com
necrose central e edema circundante. Apesar dos diversos tratamentos, 0s
glioblastomas sempre sofrem recidiva (DeAngelis & Wen, 2012). Aproximadamente
50% dos gliomas séo representados por glioblastomas multiformes (GBM) (Schneider
et al., 2010).
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1.2 GLIOBLASTOMA

O glioblastoma ou glioblastoma multiforme ("multiforme” ja ndo faz parte da
designacdo da OMS, embora o glioblastoma ainda seja frequentemente abreviado
como "GBM") esta entre os tipo de tumores do SNC que motiva apreensédo pelo grau
de incidéncia e recidiva. Este tipo de tumor geralmente é maligno, pois suas células
se reproduzem rapidamente e estes sdo sustentados por uma grande rede de vasos
sanguineos. E o tumor com maior grau (grau 1V), e suas caracteristicas histologicas,
gue o distinguem de todas as outras classes, séo a presenca de necrose e 0 aumento
de vasos sanguineos ao redor do tumor (Tran e Rosenthal, 2010; Field et al., 2013;
Sia et al., 2013; American Brain Tumor Association, 2016).

Pacientes com glioblastoma tém uma sobrevida mediana de 9 meses e
apenas de 5 a 10% desses pacientes sobrevivem até 2 anos. As terapias
convencionais para o glioblastoma sdo a remocdo cirdrgica da massa tumoral,
seguido de radioterapia, porém esses tumores sdo muitas vezes radiorresistentes
(Legler et al., 1999; DeAngelis, 2001).

Quanto aos sintomas, com 0 crescimento progressivo do tumor, uma vez
gue o cranio ndo pode expandir em resposta, 0s primeiros sintomas séo geralmente
devido ao aumento da pressédo no cérebro levando a dores de cabeca, convulsdes,
perda de memoria e alteracdes no comportamento. Perda de movimento ou sensacao
de um lado do corpo, disfuncdo da linguagem e deficiéncias cognitivas também séo
comuns. (American Brain Tumor Association, 2016).

Uma grande parte do GBM (90%) sao tumores primarios com uma
tumorigénese de varios estagios que se desenvolve a partir de células gliais normais.
Os outros 10% dos casos sdo neoplasias secundarias, originadas através da
progresséao de tumores de baixo grau (astrocitomas difusos ou anaplasicos) (Kabat et
al, 2010). Os GBMs secundarios tém uma taxa de necrose diminuida, sao
diagnosticados em pacientes com idade média de 39 anos e apresentam um
crescimento lento e um melhor prognostico. Os GBMs primarios e secundarios sado
estritamente similares em termos de morfologia, embora os padrées genéticos e 0s
caminhos que conduzem ao seu desenvolvimento e progressdo sejam diferentes
(Rinaldi et al., 2016). As principais caracteristicas moleculares e genéticas do GBM
primério sdo representadas por: amplificagdo do receptor do fator de crescimento

epidérmico (EGFR), delecdo ou mutacéo do inibidor da cinase dependente de ciclina
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homocigotica (CDK) p16IN K4A/(CDKN2A), alteracdes na fosfatase e no homologo de
tensina (PTEN) no cromossomo 10 e delecdo no INK4-a (Caruso & Caffo, 2014).
Curiosamente, as mutacdes de isocitrato desidrogenase 1 (IDH1) sdo muito
frequentes em GBMs secundarios (> 80%) e raras em primarias (<5%), entretanto em
GBMs primarios, a mutacao ocorre no isocitrato desidrogenase 2 (IDH2), sendo um
marcador genético e um marcador molecular para diagnoéstico definitivo de
glioblastoma (Rinaldi et al., 2016).

Nos ultimos anos, marcadores moleculares tém sido intensamente
explorados para superar a limitacdo no diagndstico histopatolégico de glioblastomas.
A classificacdo por perfis de expressdo genética revelou classes moleculares ndo
detectadas pelos métodos tradicionais ao olhar para amostras de tumor em
microscopio. A metilacdo do promotor do gene da O6-metiguanina metiltransferase
(MGMT) por exemplo, revelou um aumento na sobrevivéncia, e a resposta de uma
pessoa a certos agentes quimioterapéuticos no tratamento do glioblastoma. Estes
marcadores estdo comecando a ser usados como um teste de diagnostico para prever
uma sobrevivéncia mais longa e para avaliar a eficacia de novas drogas moleculares
direcionadas (Trindade et. al.,, 2012; Cohen et, 2013; American Brain Tumor
Association, 2016).

1.30 PAPEL DA INFLAMACAO E DO SISTEMA REDOX EM GLIOMAS

Em 1863, Rudolf Virchow pressupds que o cancer se origina em locais de
inflamacédo cronica apds sua observagdo da infiltracdo de leucécitos dentro dos
tumores (Balkwill e Mantovani, 2001). No entanto a literatura recente aponta para uma
relacdo mais complexa entre a inflamacéo eo crescimento tumoral. Os dados agora
demonstram mecanismos através dos quais um microambiente inflamatério pode
conduzir a tumorigénese (Karin, 2006 e Mantovani et al., 2008).

Modelos de cancer inflamatérios induzidos pelo corpo comegam com uma
célula normal adquirindo uma mutagédo que confere vantagens de sobrevivéncia em
relacdo as ceélulas vizinhas. As espécies reativas de oxigénio (ERO) e intermediarios
nitrogenados reativos, secretados por células inflamatorias ativadas ou citocinas no
microambiente, podem atuar como fonte de instabilidade genémica e danos ao DNA
(Michelson et al., 2016).
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Mecanismos similares foram relatados no contexto de gliomas, cuja
associagdo com um ambiente imunossupressor estd bem documentada. Em
pacientes com glioblastoma, por exemplo, a presenca de FoxP3 + células T
reguladoras - que inibem uma resposta imunitaria antitumoral - tem sido associada a
um curso clinico mais agressivo (Sayour et al., 2015). A morte programada do ligante
1 (PD-L1) ou CD274, é uma proteina cuja funcéo € a supresséo do sistema imunitério,
domina no meio do tumor e é conhecida por promover a infiltracdo de glioma (Vlahovic
et al., 2015).

Particularmente no caso de glioblastomas, o parénquima cerebral é
hospedeiro de uma grande variedade de infiltrados imunitarios tais como macrofagos,
microglia, neutrofilos e eosindfilos. Apds a estimulacdo por varios fatores de
sinalizacao secretados pelo glioblastoma, os infiltrados imunitarios iniciam cascatas
de inflamacdo que provocam danos adicionais no DNA, angiogénese, metastase e
crescimento/proliferagéo de tumores (Karin, 2006; Sowers et al., 2014; Michelson et
al., 2016). No entanto, em tumores cerebrais, a inflamacdo leva a gliomagénese
devido, em parte, a polarizacdo de infiltrados imunes ao fenétipo M2 por varios fatores
secretados pelo glioma (Czlonkowska e Kurkowska-Jastrzebska, 2011; Lisi et al.,
2014). Até o momento, poucas evidéncias tém diferenciado o papel dos macréfagos
infiltrantes do glioma e da micréglia, e assim o termo "macréfago/microglia" é
empregado pelos pesquisadores (Hussain et al., 2006; Wei et al., 2013).

A resposta imune pode ser dividida em Tipo 1 e Tipo 2 (Figura 1), sendo
que a resposta imune de Tipo 1 é pré-inflamatéria e é caracterizada por macréfagos
e microglia que tém a capacidade de processar e apresentar antigenos, fagocitar,
secretar altos niveis de intermediarios toéxicos e intermediarios de oxigénio reativos,
bem como promover a morte e inflamacgéo de células citotéxicas (M1). A resposta de
Tipo 2, por outro lado, é anti-inflamatoéria e pro-tumorigénica. Suas caracteristicas
incluem glioma infitrando macréfagos e microglia (GIMs) que prejudicam a
citotoxicidade, inibem a inflamacgéo, induzem células T reguladoras, bem como
anergia de células T efetoras, e promovem sobrevivéncia, angiogénese, proliferacdo
e metastasis (M2) (Mantovani et al., 1992; Lin et al., 2001; Pollard, 2004).
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Figura 1. Resposta imune dividida em Tipo 1 e Tipo 2. Os macroéfagos M1 e a microglia tém a
capacidade de processar e apresentar antigenos, fagocitar, secretar niveis elevados de intermediarios
téxicos e intermediérios reativos de oxigénio, e promover a morte celular citotdxica assim como a
inflamacéo. Os GIM M1 séo distintos dos GIM M2 que prejudicam a citotoxicidade, inibem a inflamagéao
e promovem o crescimento do tumor. As quimiocinas no microambiente do glioma polarizam essas
células imunes em direcdo ao Ultimo extremo do espectro (Adaptada de Michelson et al., 2016).

Em relacdo as ERO em gliomas, estas podem exercer diferentes efeitos de
acordo com a taxa metabdlica basal das células. O SNC tem alta atividade metabdlica
e teor de acidos graxos, por gue é particularmente sensivel ao dano oxidante por ERO.
Dentro do SNC, astrécitos e neurdnios possuem sistemas antioxidantes, como o
sistema GSSG-GSH que protege essas células de danos oxidantes; no entanto, a

expressdo de mRNA para SOD e enzima catalase é alta em astricitos. Essas
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diferengcas na expressdo de enzimas antioxidantes fazem o0s astrdcitos
particularmente sensiveis aos danos induzidos por ERO, levando a instabilidade
genética quando o equilibrio redox € perdido (Salazar-Ramiro et al, 2016).

As células cancerosas apresentam altos niveis basais de ERO, necessarios
para o aumento da taxa de proliferacdo (Szatrowski e Nathan, 1991). Estudos
recentes mostraram que niveis elevados de ERO em células cancerosas séo o
resultado do aumento da atividade metabdlica basal, disfuncdo mitocondrial, devido a
hipoxia ou mitofagia, atividade de peroxisomas, fatores de crescimento
descontrolados de sinalizagdo de citocinas, atividade de oncogene, bem como
atividade aprimorada de conhecidas fontes de ERO, como NADPH oxidase,
ciclooxigenases ou lipoxigenases (Babior, 1999; Storz, 2005) em células
cancerigenas. Sendo assim, a alteracdo na homeostase redox esta envolvida no

inicio, progressao e regressdo da neoplasia.

1.4 O PAPEL DO SISTEMA GLUTATIONA EM GLIOMAS

Uma alta taxa de metabolismo do oxigénio é encontrada nos neurdnios e
astrocitos do cérebro humano, onde ocorre uma grande quantidade de reagfes de
redox. Em circunstancias normais, os sistemas de oxidacao e antioxidantes estdao em
um estado favoravel de equilibrio dindmico. A glutationa (GSH) e enzimas
relacionadas com GSH (GR, GPX, GSSG, GST) nos tecidos cerebrais constituem o
sistema de defesa antioxidante mais importante, o qual protege as células dos ataques
de radicais livres, radioterapia e quimioterapia (Zhu et al., 2017).

Estudos anteriores relataram que os niveis intracelulares de GSH estao
altamente correlacionados com a resisténcia aos medicamentos. O aumento dos
niveis de GSH nas células de cancer de ovario humano induzem a resisténcia das
células tumorais a platina (Belotte et al., 2014), enquanto a diminuicdo dos niveis de
GSH nas células de mieloma multiplo aumenta a sensibilidade das células tumorais
ao trioxido de arsénio (Srivastava et al., 2013). Portanto, o contetdo de GSH das
células de glioma esta intimamente relacionado com a regulacdo geral do estado
redox e resposta ao farmaco das células (Backos et al., 2014).

Assim, estratégias terapéuticas que possam vir a modular os niveis de GSH
sao alternativas tentadoras. Em estudo realizado por Rocha et al., (2016), foi visto que

embora a resisténcia ao tratamento com TMZ seja geralmente associada aos
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mecanismos de reparo do DNA, foi demonstrado que o estresse oxidativo também
desempenha um papel importante. Apds o tratamento com TMZ, hd uma inducéo do
fator nuclear relacionado ao eritréide 2 (NRF2), que € o principal regulador do fator de
transcricdo antioxidante nas células humanas, vindo acompanhado por um aumento
da concentragcdo de glutationa (GSH) nas células tumorais. A eficacia desta via foi
comprovada pelo silenciamento de NFR2, que aumentou significativamente a morte
celular apdés o tratamento com TMZ tanto in vitro como in vivo. Além disso, observou-
se maior dano no DNA e morte celular induzida ao combinar BSO - um inibidor de
GSH - com TMZ (Figura 2).
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§ % ROS
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Figura 2: Modelo proposto de NRF2 na resisténcia TMZ. TMZ induz o dano de metilacdo do DNA
genbmico e mitocondrial. O dano do DNA mitocondrial pode levar ao mau funcionamento desta
organela, aumentando a producdo de ERO, o que, por sua vez, ativa o NRF2. Este fator de transcri¢cdo
induz a expressao de genes relacionados a sintese e utilizagdo de GSH. A GSH poderia atuar como
um antioxidante (ERO neutralizado induzido pelo tratamento com TMZ) ou agente de desintoxicacao
(por ligagcao de GSH a TMZ através da atividade de GST, eliminando TMZ dentro das células). Aumento
da atividade de NRF2, levando a niveis mais elevados de GSH, seria um mecanismo de resisténcia
chave para TMZ (Adaptada de Rocha et al., 2016).

1.5 MODELOS ANIMAIS

Modelos animais sdo comumente usados no estudo do desenvolvimento
de tumores e no teste de novas alternativas terapéuticas (Schold e Bigner, 1983;
Peterson et al.,, 1994). O modelo animal ideal deve compartilhar as propriedades
evasivas que o GBM humano exibe, uma vez que esta é uma das principais razdes

para o fracasso das estratégias atuais de tratamento (Newcomb e Zagzag, 2009).
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Os modelos murinos de tumores cerebrais malignos sao usados com
menos frequéncia, principalmente porque o nimero de modelos disponiveis € limitado.
Atualmente sdo utilizados trés modelos para o estudo de GBM: o transplante de
células de glioma murino em camundongos singénicos; o transplante de células de
glioma humano em camundongos imunocomprometidos e modelos transgénicos
(Peterson et al., 1994). Dentre esses trés modelos, o modelo de transplante de células
de glioma murino, no caso o com células GL 261, vem sendo muito utilizado (Miyatake
et al., 1997; Glick et al., 1999; Kjaergaard et al., 2000; Lumniczky et al., 2002;
Newcomb et al., 2004).

O modelo experimental de glioma GL261 foi induzido pela primeira vez por
Seligman e Sher em 1939, onde foram implantados 20 pelets de meticolantreno em
cérebros de ratos, dos quais 11 gliomas se desenvolveram. Um destes gliomas foi
nomeado glioma GL261 e relatado por Ausman et al., somente em 1970. Seguido a
isso foi realizado transplantes intracranianos e subcutaneos em série, de fragmentos
tumorais em camundongos C57BL/6, permitindo assim com que se pudesse cultivar
essas células para experimentos posteriores.

Como demonstrado em diversos estudos, os tumores formados por GL261,
tem forma irregular com fronteiras invasoras nitidamente visiveis com células tumorais
que avancam no cérebro adjacente ao tumor, mostrando assim maior semelhanca
com o glioma humano (Wiranowska et al., 1998;. Zagzag et al, 2003;. Cha et al., 2003).

Ainda como observado no GBM humano, este modelo exibe mutacées
pontuais no gene supressor de tumor p53 e no oncogene Kras, enquanto também
mostra aumento da ativacao da via de fosfoquinase 3 (PI3K) e fosforilagdo de Akt
(Stylli et al., 2015). A formacé&o de tumores prossegue através de quatro estagios, ao
longo de um periodo de quatro semanas, ap0s a implantacdo: organizagao
perivascular, proliferacdo perto da vasculatura, hipoxia por degeneracdo de vasos
sanguineos e neovascularizacdo para regides necroéticas. A analise histoldgica revela
pleomorfismo, necrose pseudopalisante e angiogénese. Embora invasivos, 0s
tumores GL261 ndo sdao conhecidos como metastaticos e, mais importante, esses
tumores ndo regredem espontaneamente, como outros tumores murinos S&o
conhecidos por ocasido (Zagzag et al., 2000; Oh et al., 2014).

Apesar do seu uso frequente, ndo ha uma descricdo detalhada disponivel
das caracteristicas de crescimento da linha celular GI261, nem a imunogenicidade do

modelo de tumor in vivo.
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1.6 MELATONINA

Estudos prévios tém demonstrado que o estresse oxidativo € um fendmeno
presente na doenca, e pode ser um agente importante sobre a baixa resposta imune,
observado em pacientes com GBM (Benchekroun et al., 1990; Tews, 1999; Dokic et
al., 2012; Yuan et al., 2015).Desta forma, estudar terapias antioxidantes que possam
contribuir para reduzir o agravo da doenca torna-se extremamente necessario e
relevante para a saude publica.

Nesse sentido, a melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina), um composto
organico produzido pela glandula pineal, sintetizado a partir do triptofano e que
participa da organizacdo temporal dos ritmos biol6gicos tem apresentado papel
importante na regulacdo enddcrina e no sistema imunologico, e exerce funcéo
antioxidante nos sistemas biol6gicos (Maganhin et al, 2008). Uma caracteristica de
grande importancia da melatonina é a capacidade de poder atravessar facilmente a
barreira hematoencefalica (BHE). Além de uma variedade de funcgdes fisioldgicas
importantes, ainda exerce um efeito neuroprotetivo em muitas condi¢des patoldgicas
do sistema nervoso central, incluindo a doenga de Parkinson, doenga de Alzheimer e
isquémica lesao cerebral.

Além disso a melatonina tende a ser promissora na terapia antioxidante,
uma vez que ela ndo se torna um agente oxidante, pela perda de um elétron durante
a interacdo com radicais livres; isto é, ndo possui potencial pré-oxidante (Kose, 2016).
Zhang et al., (2013), mostraram em seu estudo que a melatonina reduziu fortemente
a invasdo mediada pela hipoxia e a migracao das células de glioblastoma U251 e U87.
Adicionalmente, verificou-se que a melatonina bloqueou significativamente a
expressdo da proteina HIF-1 e suprimiu a expressdo de genes alvo a jusante,
metaloproteinase de matriz 2 (MMP-2) e fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF). A melatonina também desestabilizou a hipoxia induzida por HIF-1 através da
sua atividade antioxidante contra as ERO produzidas por células de glioblastoma em
resposta a hipoxia. Considerando o fato de a sobre-expressao da proteina HIF-1 ser
frequentemente detectada no glioblastoma multiforme, a melatonina pode revelar-se
um potente agente terapéutico para este tumor.

Em outro estudo realizado por Chen et al. (2016) mostrou que a melatonina
ajudou a direcionar as células de tumor de glioma alterando a biologia das células do

GBM e inibindo a sua proliferagdo. Adicionalmente, a melatonina alterou o perfil dos
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fatores de transcricdo para inibir a iniciacdo e a propagacao do tumor. Além disso, a
fosforilacdo de EZH2 S21 e a interagdo EZH2-STAT3 foram prejudicadas apos
tratamento com melatonina. Estes resultados sugerem que a melatonina atenua
multiplos sinais-chave envolvidos na auto-renovacdo e sobrevivéncia das células
tumorais.

Em estudos recentes autores relataram que a melatonina pode inibir a
invasdo do tumor através do aumento da adeséo ao elevar a expressao de E-caderina
e bl-integrina e diminuir a producdo de metaloproteinases de matriz (MMPs). Nas
células de glioma, a concentragdo milimolar de melatonina pode reduzir o crescimento
e inibir a progresséo celular de G1 para a fase S do ciclo celular. No entanto, o efeito
da melatonina na migracao e invasdo das células de glioma permanece ainda para

ser explorado e elucidado (Wang et al., 2012).

1.7 NANOPARTICULAS DE OURO

Na busca por novas terapias, 0Ss avan¢os nas ciéncias de biomateriais tém
se focado recentemente em nanoparticulas para entrega em local especifico de
drogas anticancer. Tais nanoparticulas tém caracteristicas distintas, incluindo alta
estabilidade termodinamica, boa biocompatibilidade, e circulagdo prolongada na
corrente sanguinea (Thambi e Park, 2014). O ouro, em porc6es nanométricas tem
demonstrado um efeito antiinflamatorio devido a sua capacidade de reduzir citocinas
pré-inflamatérias e a infiltracdo de macréfagos (Dohnert et al., 2012; Paula et al., 2015;
Hwang et al., 2015; Somasuntharam et al., 2016). As nanoparticulas de ouro vém
sendo investigadas ativamente em uma ampla variedade de aplicagcdes biomédicas
devido a sua biocompatibilidade e facil conjugacdo com as biomoléculas. Os
compostos de ouro receberam grande atengcdo como agentes anti-inflamatorios
porque podem inibir a expressado de NF-kB e as reacfes inflamatoérias subsequentes
(Paula et al., 2015).

Estudos tém implicado que o0s mecanismos biolégicos da
radiossensibilizacdo de GNP (Nanoparticulas de ouro) podem estar envolvidos na
detencéo do ciclo celular e apoptose mediada pelo estresse oxidativo, necrose ou
danos ao DNA. A eficdcia de GNP como potencial sensibilizador de radiagdo também
foi determinada em mudltiplas linhagens de células cancerigenas, no entanto, se GNP

também pode sensibilizar as células de glioma para a radiagcéo ainda ndo esta claro
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(Peidang et al., 2016). As GNP também se tornaram objeto de estudos recentes como
um potencial agente anticancerigeno devido a sua baixa toxicidade e capacidade de
potencializar células tumorais para a terapia de radiacdo em virtude do elevado
namero atbmico (Z) do ouro, estas podem aumentar a dose de radiacdo efetiva
administrada as células tumorais através da propagacéo de elétrons e radicais livres
induzidos pela radiagéo. Esses radicais livres podem danificar diretamente o DNA e
induzir indiretamente a apoptose celular. Além disso, estudos mostram que o0 uso de
GNP como adjuvante a terapia de radiacdo melhora a sobrevivéncia de camundongos

com tumores cerebrais (Joh et al., 2013; Sun et al., 2016).
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2 OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL

Verificar o efeito da suplementacdo de melatonina associada ou nao a
nanoparticulas de ouro sobre parametros de estresse oxidativo cerebral em animais

expostos a um modelo experimental de GBM.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar o modelo experimental de glioblastoma in vivo com células GL261
em camundongos C57BL/6.

e Avaliar os efeitos da suplementacéo de melatonina e/ou GNP sobre indicadores
de escore clinico, locomocéo, for¢a e equilibrio no cérebro de animais expostos
a um modelo experimental de glioblastoma.

e Auvaliar os efeitos da suplementacéo de melatonina e/ou GNP sobre indicadores
de desenvolvimento tumoral no cérebro de animais expostos a um modelo
experimental de glioblastoma.

e Avaliar os efeitos da suplementacéo de melatonina e/ou GNP sobre parametros
de estresse oxidativo no cérebro de animais expostos a um modelo

experimental de glioblastoma.
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3 METODOLOGIA

3.1 PROCEDIMENTOS ETICOS

Este projeto foi submetido e aprovado pela Comissdo Etica para Uso de
Animais (CEUA) da Universidade do Extremo Sul Catarinense — UNESC sob protocolo
n° 024/2016-2, tendo todos os procedimentos em conformidade com as diretrizes
brasileiras para o0 uso de animais com propositos cientificos e didaticos (Lei 11.794,
DOU 27/5/13, MCTI, p.7).

3.2 ANIMAIS

Para este estudo foram utilizados um total de 105 camundongos C57/BL/6,
machos, com idades entre 2 e 3 meses, fornecidos pelo Biotério da Universidade do
Extremo Sul Catarinense. Os animais foram mantidos em ciclos de claro-escuro de
12/12 horas a uma temperatura de 22 + 1 °C, tendo livre acesso a agua e alimentacao
padrao para roedores.

3.3 ETAPAS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

O presente estudo foi dividido em duas etapas, denominadas de estudo 1
e estudo 2. No estudo 1, os animais foram divididos randomicamente em dois grupos,
Sham e GBM e objetivou caracterizar e padronizar o modelo o modelo experimental
sob as condi¢cfes experimentais em nosso laboratério. No estudo 02, os animais foram
divididos randomicamente também em dois grupos, sham e GBM, e posteriormente
subdivididos nos subgrupos com os tratamentos com melatonina e GNP. Devido a
elevada mortalidade durante os procedimentos, cada grupo amostral foi composto por

aproximadamente 10 animais por grupo.

3.4 CULTURA DE CELULAS GL261

As células GL261 foram gentilmente fornecidas pela Dra. Elizandra
Braganhol da Universidade Federal em Ciéncias da Saude de Porto Alegre, RS. As

mesmas foram cultivadas em meio DMEM de alta glicose (Gibco by Life technologies),
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enriquecido com 10% de soro fetal bovino (Gibco by Life technologies). O meio de
cultura era trocado a cada dois dias e a repicagem realizada duas vezes por semana

devido a alta proliferacéo desta linhagem celular.

3.5 MODELO EXPERIMENTAL DE GBM

Animais de grupos com GBM receberam células tumorais GL261 (3ul,
2x10° células/mL) intracerebroventricular por cirurgia estereotaxica. Os animais foram
anestesiados através da administracao intraperitonial de Cetamina (110mg/kg) e
Xilazina (10mg/kg). As células tumorais foram injetadas 2 mm a direita da linha
mediana, 1 mm para a frente do bregma, a uma profundidade de 2,5 mm (Lorico et
al., 2008). Animais sham receberam 3uL de PBS intracerebroventricular por cirurgia
estereotdxica, nas mesmas coordenadas acima. ApOS a cirurgia 0s animais

receberam analgésico (Tramadol, 20mg/kg), durante 4 dias, 2x por dia.

3.6 PREPARACAO DA SOLUCAO DE MELATONINA

A melatonina (Sigma Aldrich, Brazil) foi dissolvida em etanol absoluto e
adicionada a dgua potavel a uma concentragédo final de etanol de 0,06% (Corrales et
al., 2014). A solucdo de melatonina foi preparada no escuro e correspondente a
3mg/Kg por dia (Anisimov, et al., 2003), a qual foi colocada em garrafas de agua
pintadas de preto para maior prote¢édo da luz e maior estabilidade e trocada por uma
solucéo fresca duas vezes por semana pois a mesma perde suas propriedades ao
passar dos dias (Corrales et al., 2014). O volume de agua ou melatonina consumido

foi quantificado e dividido pelo nimero de animais por gaiola.

3.7 SINTESE E CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE OURO

GNPs de tamanhos médios de 10 nm foram sintetizadas como descrito por
Turkevich et al. (1951) com pequenas modificaces, a partir de reducédo quimica do
precursor metalico acido tetracloroaurico (HAuCls) (Sigma-Aldrich, MO, EUA) com o
agente redutor e estabilizante citrato de sodio (NasCsHs07.2H20) (Nuclear, SP, Brasil).
O controle dimensional das nanoparticulas foi efetuado variando-se a concentracéo

do agente redutor. Inicialmente, 100 ml de 0,50 mM de acido tetracloroaurico, foram
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transferidos para um baldo de fundo redondo, a solu¢cdo aquecida até 90 °C, sob
agitacdo a 700 rpm. Solucdo de citrato de sddio, previamente preparada, foi entdo
adicionada, e o sistema foi mantido a temperatura descrita, agitando a 200 rpm
durante 20 minutos. As solu¢bes adquirem as coloracdes correspondentes a cada
tamanho de GNP sintetizadas apresentando um pH de 5,8. Por conseguinte, o pH foi
ajustado a pH fisiolégico com solucdo tampado e, posteriormente, centrifugadas
(13.000 rpm por 15 min), lavadas duas vezes com agua ultrapura e, finalmente,
disperso em solucao salina onde a concentracdo da solucdo também foi ajustada.

As GNP foram administradas via injecao intraperitoneal, pois para o grupo
GBM+Melatonina+GNP era preciso um meio de inoculagdo em que a Melatonina e as
GNP estivessem juntas para poder analisar o efeito conjunto da duas frente aos
sintomas do GBM. Portanto, a dose de GNP injetada nos animais foi de 1mg/kg
(150ul/animal), nos grupos 4 (GNP) e 7 (GBM + GNP) e de 1mg/kg de GNP + 3mg/kg
de melatonina nos grupos 5 (Melatonina + GNP) e grupo 8 (GBM + Melatonina + GNP),

sendo administrado duas vezes por semana.

3.8 TESTE DE CAMPO ABERTO

Para avaliar os possiveis danos locomotores, os camundongos foram
avaliados no Teste de Campo Aberto (Open-field test), como descrito por Archer
(1973). O teste consiste em colocar o animal em uma caixa quadrada com um
guadrado menor desenhado no meio durante o tempo de 5 minutos. Durante esse
periodo € contabilizado quantas vezes cada camundongo se apoia apenas nas patas
traseiras e guantas vezes atravessa o0 quadrado desenhado no meio da caixa
utilizada. No estudo 01 os animais foram submetidos ao teste antes da cirurgia de
inducéo, e a cada 7 dias até o 28° dia. Conforme os resultados do estudo 01, no estudo

02 o teste foi realizado antes da cirurgia de inducéo, 8 dias apés e 28 dias ap0os.

3.9 TESTE DE ROTA ROD

Para avaliar os possiveis danos sobre a coordenagdo motora, sera
realizado o teste Rota-rod (Godoy et al., 2004). O aparelho consisti em uma barra
rotativa (3,7 cm de diametro) dividida em 4 compartimentos separados, colocado a

uma altura de 25 cm e rodando a uma velocidade fixa de 8 rpm. Na etapa 01 do



30

experimento os animais foram submetidos ao teste antes da cirurgia de inducéo, e a
cada 7 dias até o 28° dia, onde o parametro analisado foi quantos minutos o animal
levaria até a exaustdo. Conforme os resultados da etapa 01, na etapa 02 o teste foi
realizado antes da cirurgia de inducao, 8 dias ap0s e 28 dias ap0s, onde o parametro

avaliado desta vez foi quantas quedas o animal tinha durante o tempo de 4 minutos.

3.10 DESENHO EXPERIMENTAL

Os estudos 1 e 2 tiveram a duragéo de 28 dias, contados a partir do dia da
inducdo ao GBM e finalizado com a eutanasia dos animais. Durante esse periodo, 0s
animais foram acompanhados semanalmente para controle de indicadores clinicos e
alimentares. Para o estudo 2, suplementacdo com melatonina e/ou GNP foi realizada

a partir do 8° dia ap0s a inducéo (Figura 3).

1° dia 8° dia Acompanhamento 28° dia

Inducéo Suplementacéao Eutanasia

Figura 3: Desenho experimental para indugéo, suplementagéo e eutanasia dos animais.

3.11 EUTANASIA DOS ANIMAIS

Apos os 28 dias, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical.
Para o estudo 1 o cérebro foi retirado e dividido por lateralidade (esquerdo e direito) e
utilizado o lobo parietal de ambos dos lados. Ja no estudo 2 o cérebro foi retirado e
dividido apenas por lateralidade. As amostras foram processadas, aliquotadas e

armazenadas para posteriores analises.
3.12 DESTINO DOS ANIMAIS APOS EXPERIMENTO
Apds os experimentos, o restante de tecidos dos animais foi acondicionado

em saco branco leitoso e encaminhados para freezer (conservagao) na propria

universidade e coletados e transportados por uma empresa terceirizada. Os mesmos
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foram autoclavados e posteriormente encaminhados para deposigéo final em aterro
sanitario. Todos os procedimentos foram realizados conforme a RDC n° 306/2004 da
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria).

3.13 INDICADORES GERAIS

Nesse estudo os indicadores gerais utilizados foram o controle semanal do
peso corporal médio utilizando uma balanca de precisdo 0,001g de marca Filizola, o
controle do consumo alimentar através do peso da racdo depositada nas caixas,
consumo liquido por meio do volume médio diario ingerido pelos animais.
Adicionalmente, no estudo 1, foi avaliado o escore clinico conforme Stromnes e
Goverman (2006) (Tabela 01).

Tabela 1: Avaliacado dos sinais clinicos dos animais durante o desenvolvimento do
GBM.

Escore Sinais Clinicos

0 Sem sintomas

0,5 Perda parcial do tobnus da cauda
1 Paralisia da cauda (perda do tonus)
2 Perda da coordenagdo dos movimentos, paralisia das patas

posteriores.

2,5 Uma das patas paralisadas
3 Ambas as patas paralisadas

3,5 Patas posteriores paralisadas; fraqueza nas patas dianteiras
4 Paralisia das patas anteriores
5 Moribundo

3.14 ANALISES HISTOLOGICAS

ApoOs a eutanasia dos animais do estudo 1, os tecidos cerebrais foram
extraidos e fixados em formalina com tampéao neutro a 4%, embebidos em parafina e

seccionados a 5 ym para coloracao de rotina. As sec¢des foram desparafinadas e
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reidratadas atraveés de trés mudancas de xilenol e &lcool graduado e coradas com
hematoxilina e eosina (H & E). As laminas foram cobertas e as imagens foram

adquiridas em um microscoépio de transmissao de luz (Nesi et al., 2016).

3.15 PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO

Producdo de Oxidantes: A producéao intracelular de oxidantes foi avaliada
utilizando o diacetato de 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA) (Lebel, 1990),
com algumas modificacdes. Apds a preparacdo de homogenatos, as amostras foram
incubadas com 2',7'-diclorofluoresceina-diacetato (DCFH-DA) (10 uM) a 37°C durante
30 minutos, e a formacéao foi cessada a 4°C. DCFH-DA foi desesterificado no interior
das células por esterases enddégenas para o acido livre ionizado. DCFH-DA foi entdo
oxidado por hidroperéxidos e a formacédo do derivado fluorescente oxidada (DCF) foi
monitorado com excitacdo e emissdo de comprimentos de onda de 488 e 525 nm,
respectivamente, usando um espectrofotbmetro de fluorescéncia SpectraMax
(Califérnia, EUA).

Glutationa: Os niveis de glutationa total (GSH) e dissufeto de glutationa
(GSSG) foram determinados como descrito por Hissin e Hilf (1976), com algumas
adaptacdes. GSH e GSSG foram mensuradas em homogenato de cérebro total apés
precipitacdo de proteina com 1 mL de &cido tricloroacético 10%. Para a GSH, foi
adicionado tampao de fosfato 800 mM, pH 7,4 e 500 um DTNB enquanto que para
GSSG foi adicionado a solucédo 2-vinilpiridina. O desenvolvimento de cor resultante a
partir da reacdo entre 0 DTNB e tidis contra a curva padrdo de GSH e GSSG foi
determinada cineticamente a 412nm. Os dados foram experessos em nmol de GSH
total ou GSSG por minuto por miligrama de proteina (nmol/min/mg proteina).

Danos oxidativos: Os danos oxidativos em proteinas foram mensurados
pela determinacédo de grupos carbonilas baseado na reacao com dinitrofenilhidrazina,
conforme previamente descrito por Levine et al. (1990). O conteudo de carbonil foi

determinado espectrofotometricamente a 370 nm utilizando o coeficiente 22.000 M.

3.16 DANOS EM DNA
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A determinacdo dos danos em DNA foi realizada nos cérebros dos animais
através do ensaio cometa como descrito por Singh et al. (1988). As amostras de
cérebro foram dissecadas e imersas em tampao fosfato (PBS) refrigerado. Em
seguida as amostras foram individualmente homogeneizadas com o auxilio de uma
seringa, através do movimento de vai e vem, a fim de obter uma suspenséo celular.
As células sanguineas (aliquotas de 10 pL) e as suspensdes celulares (aliquotas
de70puL) foram embebidas em agarose de baixo ponto de fusdo (“low melting”) e a
seguir distribuidas em dois pocos (aliquotas de 70uL) em laminas pré-revestidas com
agarose de ponto de fusdo normal (1,5%, w/v) e cobertas com duas laminulas. Depois
de solidificadas, as laminulas foram removidas e as laminas colocadas em solucéo de
lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, pH10,0- 10,5, com adi¢do na hora de
Triton X — 100 e 10% de DMSO) por no minimo 1 hora, protegidas da luz e incubadas
em tampao alcalino novo (ph 12,6) durante 30 minutos para o desnovelamento do
DNA. As células foram submetidas a uma corrida de eletroforese, com 0 mesmo
tampéo, durante 20 minutos a 30 volts e uma corrente de 300 miliamperes e
posteriormente foram neutralizadas com solugéo neutralizadora. Para avaliagdo dos
danos, as laminas foram coradas com SyberGold por 30 minutos e visualizadas em
microscoépio de fluorescéncia com ampliacdo de 200x utilizando o programa Comet
Assay IV. Foram avaliadas 100células/individuo. As células foram classificadas de
forma automatica quanto as proporcdes do tail lenght (consiste na distancia do meio
do nucleo até o final da cauda em pum). Foram utilizados controles negativos e
positivos para cada teste de eletroforese a fim de assegurar a confiabilidade do

procedimento. Todas as laminas foram codificadas para analise as cegas.

3.17 DETERMINACAO DE PROTEINAS

Niveis de proteinas totais foram mensurados em todas as amostras usando
o método de Bradford (Bradford, 1976). A albumina foi usada como proteina padrao e
os resultados da regressédo linear da curva foram usados para determinar a

concentracéo total em mg de proteina.



34

3.18 PROCEDIMENTO PARA ANALISE DE DADOS

Os dados foram expressos em média, desvio padréo ou erro padrdo meédio
e analisados estatisticamente pelo test de student ou analise de variancia (ANOVA)
two-way, seguido pelo teste post hoc Tukey. O nivel de significancia estabelecido para
o teste estatistico é de P<0,05. Foi utilizado o SPSS (Statistical Package for the Social

Sciences) versado 17.0 como pacote estatistico.
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4 RESULTADOS
4.1 ESTUDO 1
4.1.1 Parametros clinicos

Conforme observado na Tabela 2, os animais do grupo sham apresentaram
um aumento no peso corporal apés o periodo experimental, enquanto que 0 grupo
GBM manteve o peso corporal inalterado. Também se observa um aumento no score

clinico dos animais com GBM apdés 28 dias de inducao.

Tabela 2: Dados clinicos de animais submetidos a um modelo experimental de

glioblastoma.
Grupos Peso (kg) Escore clinico

(MédiatDP/dia em kg) (Média/dia)
Basal | 14°dia | 28°dia | Basal | 14°dia | 28°dia

Sham (n=9) 24,7 24,6 26,9* 0 0 0
(x1,1) (£1,0) (1,2)

GBM (n=8) 23,8 25,4 25,7 0 0,22 1,19*
(*1,7) (*2,2) (1,6) (x0,07) (x0,6)

Os dados referentes ao peso e ao escore clinico estdo expressos em média e desvio padrao (DP) e os
dados foram analisados pelo teste t de student considerando o valor de p<0,05* como estatisticamente
diferente na comparacao dos tempos de coleta (14 e 28 dias em relacdo aos valores basais).

4.1.2 Parametros comportamentais

No teste comportamental de campo aberto, os animais do grupo GBM
tiveram menores locomocao (Figura 4A) e menor numero de elevacfes (Figura 4B)
no 28° dia, quando comparado ao grupo aos respectivos grupos sham. Nossos
resultados ainda mostraram que o grupo GBM apresentou menor tempo sobre a barra
rotatéria até atingir a exaustdo, permanecendo menos tempo no 21° e 28° dias,

comparados ao grupo sham (Figura 4C).
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Figura 4: Pardmetros comportamentais de animais expostos a um modelo experimental de
glioblastoma. (A) — Teste de campo aberto, com andlise de cruzamentos durante 5 minutos, (B) — Teste
de campo aberto, com analise de eleva¢fes nas patas traseiras durante 5 minutos, (C) — Teste de rota
rod, tempo que o animal levou até a primeira queda. Os dados estdo expressos em média e erro padréo
médio. A diferenca estatistica entre os grupos sham e GBM foram obtidas através do teste t de student

considerando um p<0,05.
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4.1.3 Parametros histolégicos

As figuras 5A e 5C, correspondem a imagens representativas do lobo
parietal dos animais do grupo SHAM (hemisfério direito e esquerdo, respectivamente).
Ambos os grupos apresentaram integridade do tecido com histoarquitetura e perfil
celular compativeis com o tecido cerebral, regides com neurdnios e células da glia
com morfologia normal evidenciada pelo asterisco preto. Na imagem do grupo GBM,
na figura 5B, representativa do hemisfério direito, foi possivel observar areas de
necrose pseudopalicada, evidenciado pela seta preta. Na imagem do grupo GBM
referente ao hemisfério esquerdo, figura 5D, foram observados alguns astrécitos
gemistocisticos, com nucleo fortemente corado e citoplasma réseo e tamanho atipico
(seta pontilhada).

A

Figura 5: Cortes histolégicos de tecido cerebral (regido parietal) corados em H&E de animais
submetidos ao modelo experimental de glioblastoma por administracdo estereotaxica de células
GL261. Fotomicrografias histoldgicas representativas dos grupos experimentais respeitam a seguinte
ordem: (A) grupo controle (hemisfério cerebral direito), (B) grupo GBM (hemisfério cerebral direito). (C)
grupo controle (hemisfério cerebral esquerdo), (D) grupo GBM (hemisfério cerebral esquerdo). A
aquisicdo de imagens foi realizada em objetiva de 10x. * morfologia celular normal. Seta preta - area
necrética envolta por pseudopalicada. Seta pontilhada - astrocitos gemistocisticos.

4.1.4 Danos em DNA

Os resultados mostraram que grupo GBM apresentou valores
significativamente maiores de dano em DNA que o grupo controle (Figura 6),

verificados através do tail intensity (6A) e moment intensity (6B).
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Figura 6: Pardmetros de danos em DNA no parietal de animais expostos a um modelo experimental de
glioblastoma. Os dados estédo expressos em meédia e erro padrdo médio. A diferenca estatistica entre
0s grupos sham e GBM foram obtidas através do teste t de student considerando um p<0,05.

4.2 ESTUDO 2

4.2.1 Parametros clinicos

Conforme observado na Tabela 3, os animais do grupo sham apresentaram
um aumento no peso corporal apés o periodo experimental, enquanto que 0 grupo
GBM manteve o peso corporal inalterado. Os animais tratados com melatonina e GNP
também tiveram aumento significativo no peso corporal. A ingestao de liquido e racéo

nao foram alteradas.
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Tabela 3: Dados clinicos de animais submetidos a um modelo experimental de
glioblastoma (GBM) e tratados com melatonina (MEL) e/ou nanoparticulas de ouro
(GNP).

Grupos Peso (kg) Consumo Liquido Consumo
(MédiatDP/dia) (mL) alimentar ()
(MédiatDP/dia) (Média+DP/di
a)
Basal 14° dia 28° dia Basal — 28° dia Basal — 28°
dia
Controle 24,0 24,9 26,1 (+1,9)* 6,0 (+1,9) 3,6 (0,5)
(£1,9) (£1,8)
MEL 21,7 21,6 23,3 (£2,1)* 6,6 (+1,2) 3,4 (20,2)
= (£1,9) (£2,2)
5—-;; GNP 23,4 24,8 25,3 (+2,6)* 5,6 (+0,1) 3,8 (x0,1)
(£2,6) (x2,3)
MEL+GNP 25,1 26,6 26,9 (+1,9)* 5,7 (x0,7) 4,6 (+0,2)
(£1,8) (1,3)
Controle 21,7 23,2 25,4 (+2,5) 6.2 (+0,3) 3,9 (x0,2)
(£2,2) (£2,3)
MEL 23,2 24,6 26,3 (+1,6)* 6,6 (+0,4) 3,9 (0,4)
s (£2,9) (£2,1)
ol GNP 24,9 250 | 26,4 (+3,3)" 5.6 (x0,8) 4,0 (0,3)
(£3,3) (x2,7)
MEL+GNP 23,6 23,4 24,7 (+3,5) 5,7 (0,2) 4,0 (+0,3)
(£1,0) (£2,3)

Os dados referentes ao peso corporal e o consumo de liquidos e comida estdo expressos em média e
desvio padréo (DP) e os dados foram analisados pelo teste t de student considerando o valor de p<0,05*
como estatisticamente diferente na comparacdo dos tempos de coleta (14 e 28 dias) em relagdo aos
valores basais). Todos o0s animais receberam agua ad libitum com etanol 0,06% e dieta padrdo. Sham
Controle n=15; Sham MEL n= 11; Sham GNP n=7; Sham MEL+GNP n=8; GBM Controle n=14; GBM
MEL n=13; GBM GNP n= 8; GBM MEL+GNP n=8.

4.2.2 Parametros comportamentais

Como observado na Tabela 4, os animais controle e tratados com MEL do
grupo Sham e os animais tratados com MEL e MEL+GNP do grupo GBM reduziram
significativamente sua locomocé&o no teste de campo aberto em relagéo aos valores
basais e somente os animais tratados com MEL no grupo GBM apresentaram
locomocéo reduzida em relagdo ao controle. No que se refere ao numero de elevacdes

somente o grupo MEL+GNP do grupo GBM apresentam valores reduzidos em relacao
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aos niveis basais. Entretanto, os animais tratados com GNP do grupo GBM
apresentaram uma significativa reducédo em relagcéo ao controle e ao grupo sham. No
teste de Rota-rod os animais tratados com GNP do grupo sham apresentaram um
menor numero de quedas em relacdo aos valores basais, ao contrario, 0s animais
tratados com GNP do grupo GBM apresentaram um numero de quedas maior em
relacdo aos valores basais. Os animais tratados com GNP do grupo GBM
apresentaram numero aumentados de queda em relacdo ao controle. Por fim, os
animais do grupo GBM apresentaram maiores numeros de queda em relacdo aos
animais do grupo sham, exceto os animais que receberam a associacdo de GNP e
MEL.

Tabela 4: Dados comportamentais de animais submetidos a um modelo experimental
de glioblastoma (GBM) e tratados com melatonina (MEL) e/ou nanopatrticulas de ouro
(GNP).

Grupos Campo aberto Campo aberto Rota rod
(Média cruzamentos + (Média elevagbes + DP) (Média quedas+DP)
DP)
Basal | 8°dia 28° Basal | 8°dia 28° Basal | 8°dia 28°
dia dia dia
Controle 83,6 45,8 49,5 24,4 16,6 13,4 1,3 0,6 0,4
26,5 | +21,4 | £19,5° | 14,3 | +10,1 | 13,6 +0,7 +0,6 +0,6
MEL 431 35,0 44,9 14,0 111 11,6 0,6 0,4 0,1
e +17,8 +23,5 +20,4 +10,5 +7,6 6,1 0,6 +0,6 +0,3
% GNP 81,3 64,8 52,6 9,4 19,7 19,5 0,7 0,4 0,2
+14.9 +17,8 +20,7 5,3 +8,3 9,2 10,4 +0,5 0,32
MEL+GNP | 104,5 60,3 52,1 17,8 23,7 18,9 0,4 0,1 0,3
+38,7 +21,4 | +28,5" 49,8 6,6 +10,1 +0,4 0,2 +0,3
Controle 74,9 80,2 61,6 12,8 17,8 17,7 0,9 0,7 0,7
+29,5 +20,8 +16,4 +8,8 7,7 +10,2 0,6 0,4 +0,5%
MEL 93,3 73,9 38,6 20,8 12,5 15,3 0,6 0,8 0,6
s 354 | 28,1 | #26,2° | #13,1 | #8,1 +9,2 +0,7 0,8 | #0,5"
g GNP 56,0 36,3 43,1 14,3 8,8 10,1 0,7 11 3,2
27,4 | +21,7 | 29,8 4,3 3,9 | 5,3% | 10,6 0,9 | +2.1%
MEL+GNP 113,2 61,1 74,8 24,3 19,2 14,6 0,8 0,8 0,1
+29,7 | 37,8 | +41,8" | 18,9 17,2 +3,8" +0,6 10,7 10,3

Os dados referentes a nUmero de cruzamentos e nimero de elevagfes nas patas traseiras (teste de
campo aberto) e ao nimero de quedas do animal em 4 minutos, estdo expressos em média e desvio
padrdo (DP) e os dados foram analisados pelo teste t de student considerando o valor de p<0,05 como
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estatisticamente diferente (2basal versus 28° dia; * tratamento 28° dia versus controle 28° dia; # GBM
28° dia versus sham 28° dia). Todos os animais receberam agua ad libitum com etanol 0,06% e dieta
padrdo. Sham Controle n=15; Sham MEL n= 11; Sham GNP n=7; Sham MEL+GNP n=8; GBM Controle
n=14; GBM MEL n= 13; GBM GNP n=8; GBM MEL+GNP n=8.

4.2.3 Producdao de oxidantes

A producéo de oxidantes celulares foi determinada pelos niveis de oxidacao
do DCFH. Os resultados apresentados na figura 7 revelam um aumento significativo
no grupo GBM em relacdo ao grupo sham, porém, somente a associacao entre GNP

e melatonina manteve os valores em niveis de controle.

£ 151
g 3 Sham
© * Bl GBM
o
D 10
. % 10 "
O T
O c
«O
8 5- H H
o
(@]
=
LL
O' T T T
> S/ITRAT MEL GNP MEL+GNP

Figura 7: Producéo de oxidantes no hemisfério esquerdo do cérebro de animais expostos a um modelo
experimental de glioblastoma. Os dados estao expressos em média e erro padrdo médio. A diferenca
estatistica (*) grupo controle/grupo GBM e entre grupos GBM e GBM+MEL+GNP (#) foram obtidas
através da analise de variancia ANOVA Two way seguido pelo teste de Bonferroni considerando um
p<0,05. Foi utilizado o software GraphPad Prism versao 5.0 como pacote estatistico.

4.2.4 Sistema redox

A razédo entre os niveis de GSH total e GSSG foi utilizada para estimar o
estado redox do tecido cerebral. Como observado na Figura 8, animais com GBM e
expostos ao tratamento com GNP apresentaram uma maior razdo em relacdo aos
animais nao tratados e ao respectivo sham. A associacdo de GNP com melatonina

também aumentou a razdo GSH/GSSG em relagdo ao sham.
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Figura 8: Sistema redox hemisfério esquerdo do cérebro de animais expostos a um modelo
experimental de glioblastoma. Os dados estdo expressos em média e erro padrdo medio. A diferenca
estatistica intra (*) e entre grupos (#) foram obtidas através da andlise de varidncia ANOVA Two way
seguido pelo teste de Bonferroni considerando um p<0,05. Foi utilizado o software GraphPad Prism
versdo 5.0 como pacote estatistico.

4.2.5 Dano oxidativo em proteina

A modificacdo de proteina pela adicdo de grupos carbonilas foi utilizada
como marcador de danos oxidativo. Os resultados apresentados na Figura 9 revelam
um aumento significativo na carbonilacao de proteinas nos animais com GBM e esse

aumento foi significativamente reduzido em todas as formas de tratamento.
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Figura 9: Carbonilacdo de proteinas do hemisfério esquerdo do cérebro de animais expostos a um
modelo experimental de glioblastoma. Os dados estdo expressos em média e erro padrdo médio. A
diferenca estatistica intra (*) e entre grupos (#) foram obtidas através da analise de variancia ANOVA
Two way seguido pelo teste de Bonferroni considerando um p<0,05. Foi utilizado o software
GraphPad Prism verséo 5.0 como pacote estatistico.
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5 DISCUSSAO

O GBM é um tumor cerebral altamente agressivo, onde sua hipotese de
aparecimento esta baseada na transformacdo maligna de células precursoras gliais
e/ou glia madura. Apesar da resseccdo cirurgica maxima, radioterapia e
quimioterapia, a sobrevida global permanece em torno de 14,6 meses apds o0
diagnéstico, com 26% dos pacientes que sobrevivem dois anos (Ladomersky et al.,
2016). Apesar dos avancos na compreensdo da doenca, as opcoes terapéuticas
disponiveis para o GBM permaneceram praticamente inalteradas nas ultimas
décadas. Portanto a busca por novas abordagens terapéuticas para melhorar o
tratamento de paciente com glioblastoma séo justificadas.

Na busca por novos tratamentos que busquem reduzir a progressao
acelerada tipica do GBM, estudar modelos animais que possam se assimilar em
guestdes fisioldgicas, comportamentais e moleculares tem ganhado cada vez mais
relevancia no meio cientifico. O modelo animal ideal deve assemelhar se ao tumor
humano em tantos aspectos quanto possivel, como histopatologia, biologia tumoral e
genética. Deve compartilhar as propriedades invasivas que o GBM humano exibe,
uma vez que esta € uma das principais razdes para o fracasso das atuais estratégias
de tratamento (Newcomb e Zagzag, 2009). No presente estudo, um dos nossos
objetivos iniciais era o de caracterizar um modelo experimental de glioblastoma in vivo,
induzido por inoculagdo de células GL261, buscando analisar a compatibilidade com
0 GBM humano através de alguns parametros.

Embora a sobrevida de pacientes com tumores primarios do SNC,
submetidos a tratamento, esteja aumentando, percebe-se que estes apresentam
quadros de deficiéncia intelectual, endocrino e neurolégico, acarretando em
diminuicdo da qualidade de vida e do papel do individuo dentro da sociedade. A
extensdo destas sequelas parece ser mais prevalente em jovens, em virtude a maior
distor¢do e destruicdo do tecido cerebral pelo efeito do proprio tumor, aumento da
pressao intra-craniana ou pelo trauma terapéutico (Torres et al., 1997). Além disso,
Omuro e DeAngelis (2013) trazem que o0s principais sintomas encontrados em
pacientes com GBM séo dificuldades cognitivas e mudangas comportamentais.

Segundo Mukand et al. (2001) e Preusser et al. (2011), sintomas como

afasia e hemiparesia, sdo comumente encontrados em pacientes com glioblastoma.
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Estes mesmos achados foram representados em nosso estudo pela avaliagdo do
escore neurologico (Tabela 2), onde o grupo que recebeu a administracdo de células
GL261 apresentou maiores sinais clinicos em comparacédo ao SHAM, 14 dias apés a
inoculacao, vindo a aumentar progressivamente até o 28° dia do estudo. O aumento
no escore estd relacionado com a paralisia da cauda (perda do tbnus) e
posteriormente a perda da coordenacdo dos movimentos e paresia das patas
posteriores.

Em geral, na experiéncia clinica, os déficits funcionais em pacientes com
tumores cerebrais dependem de dois fatores principais: tamanho do tumor e
localizagéo do tumor. Em um estudo realizado por Yang et al, (2006), foi utilizado um
método de compressdo mecanica com diferentes tamanhos de pérolas em forma de
hemisfério implantadas no espaco peridural em varios locais do cortex sensoério-motor
para investigar les6es de compressao cerebral focal, que é um aspecto importante do
dano cerebral induzido pelo tumor. Como resultado foi visto que os déficits
comportamentais dependem da localizacao e da magnitude da compresséao focal.

Considerando que teste neuroldgico motor, € toda avaliagcdo neurolégica
independente de fatores sensitivos e comportamentais e que possa demonstrar o
desempenho de um ou mais componentes do sistema motor como equilibrio,
coordenacado motora fina, vias extrapiramidais, piramidais e aprendizagem motora
(Pinto e Ko, 2012), utilizamos dois dos principais testes para avaliar a fungdo motora,
o teste de campo aberto (Open field) e o rota-rod. Nossos resultados obtidos no teste
de campo aberto (Figura 4A), mostraram que o grupo GBM em comparagdo com o
grupo sham, apresentou um nimero reduzido de travessias e um menor numero de
elevacbes (Figura 4B), no 28° dia de experimento, sugerindo assim a presenca de
déficit motor nestes animais. Como descrito anteriormente este resultado pode estar
relacionado ao fato de déficits motores comecgarem a surgir quando o tumor passa a
ter um crescimento mais acelerado, aumentando a pressao intracraniana. Em
pacientes com GBM, estes resultados sdo muitas vezes confundidos com transtornos
psiquiatricos ou deméncia, particularmente em individuos idosos (Omuro e DeAngelis,
2013), levando assim ao descobrimento tardio da doenca.

Em adicdo a isso, verificamos o tempo de laténcia ou exaustédo, principal
medida obtida no rota-rod que representa a caracteristica de quatro grandes fatores
envolvidos na fungéo motora do roedor, tais como planejamento motor, coordenagao

motora, equilibrio dinamico, aprendizagem e condigcbes fisicas gerais e
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neuromusculares (Shiotsuki et al., 2010). Mas, menor tempo de laténcia (quedas em
menor tempo), representam em geral a alteragcdo da coordenacado motora de forma
mais significante do que a fadiga muscular (tempo de permanéncia no aparelho)
(Brooks e Dunnett, 2009). Entretanto, ressalta-se que mudancas em ambas as
valéncias representam uma alteracdo comportamental importante que compromete o
padrao neuromotor possivelmente em funcdo da doenca manifestada.

Vannini et al. (2017) mostraram em seu estudo que animais apos a
administracdo de células GL261 intracerebroventricular, apresentaram melhoras em
suas habilidades motoras, assim como o grupo controle. Porém, os portadores de
GBM interromperam abruptamente seu aprendizado a partir do décimo sexto dia,
enguanto o grupo controle continuou a melhorar suas habilidades motoras. O tempo
de laténcia 19 e 22 dias apds a administracdo das células foi significativamente menor
comparado com o grupo controle. Esse trabalho sugere que tal alteracdo ocorre
devido a extensao da massa tumoral, o que corrobora com nossos resultados (Figura
4C), onde a partir do 21° dia os animais do grupo GBM apresentaram um tempo até
a exaustao significativamente menor em relagdo ao grupo sham.

Além das caracteristicas comportamentais encontradas em pacientes com
GBM, ha também caracteristicas histopatoldgicas especificas, as quais servem como
parametro para a diferenciacao entre os graus de gliomas (Maher et al., 2001). Dentre
elas estdo atipias nucleares, alta taxa mitética, polimorfismo celular, trombose
vascular, proliferacdo microvascular e necrose (Kleihues e Cavenee, 2000).

Nossos resultados, apresentados na Figura 5, demonstraram
caracteristicas histopatolégicas como necrose envolta por area pseudopalicada, ndo
sendo detectada em areas adjacentes. Isto é causado devido a proliferacdo endotelial
dos vasos proximos, com obstrucdo da luz e isquemia (Plate et al.,1992). O termo
"pseudopalicada” refere-se a disposicdo mais concentrada e perpendicular dos
ndcleos neoplasicos em volta destas areas de necrose. Como a proliferacéo vascular
causa a necrose, ambas sdo consideradas como um unico critério na graduacgéo da
malignidade dos astrocitomas difusos segundo a classificagdo da OMS (Plate et al.,
1992). Na imagem do grupo GBM, referente ao hemisfério esquerdo (Figura 5D), foi
observado alguns astrécitos gemistociticos, com nucleo fortemente corado e
citoplasma réseo e tamanho atipico. Alteracdes parecidas ja foram descritas

anteriormente por Dohrmann et al. (1976), Phuphanich et al. (1984) e Geyer et al.
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(1995) que indicaram presenca de células epitelidides, com nudcleos hipercromaticos,
alongados e anisomoérficos e células gemistociticas em animais com glioblastoma.

Ademais, outros estudos prévios como o de Clark et al., (2016)
demonstraram que o modelo de inoculacdo de células GL261 é mais fidedigno que o
modelo de xenoenxerto, por exemplo, pois muitos dos tumores xenoinxertados
crescem como lesdes encapsuladas na qual néo recapitulam com precisao o GBM
humano. Em contraste, o tumor gerado por células GL261 ndo s6 demonstra invasao
em tecido cerebral adjacente, mas também neovascularizacéo, figuras mitéticas e
necrose (Cha, et al., 2003).

Além de alteracBes histopatolégicas e danos neurolégicos e motores, 0
cancer é uma doenca gque possui como caracteristica a instabilidade genémica.
Alteracbes como aberracdes do numero de copias, modificacbes na sequéncia e
metilacdo do DNA, e rearranjos cromossomicos, sdo consideradas marca registrada
de células cancerosas e impulsionam o desenvolvimento e a progressdo de
neoplasias malignas humanas (Hasty et al., 2003; McLendon et al., 2008). De acordo
com Gontijo e Tice (2003), as observacdes feitas pelo teste cometa revelam lesbes
gendmicas que podem resultar em mutacao. A partir disso, nossos achados (Figura
6), demonstraram que o grupo que recebeu as células GL261 teve um aumento no tail
intensity e no tail moment, em comparacdo com 0 grupo controle, o que sugere um
maior dano ao DNA. O mesmo pode ser explicado pelos achados de Sakaguchi et al.
(1998) que demostraram que o dano do DNA aumenta a atividade de p53, uma
fosfoproteina que se destaca como supressora de tumor (Levine e Oren, 2009), e
como Szatmari et al. (2006) j& demonstraram que tanto nas células GL261 in vitro
como em tecido cerebral que recebeu a administracdo de células GL261 o gene de
p53 foi aumentado em comparacdo com o tecido cerebral normal.

Com estes resultados tomados em conjunto e sabendo da fisiopatologia do
glioblastoma, o modelo escolhido é possivelmente um modelo capaz de mimetizar os
sintomas relacionados ao GBM, sendo possivel entdo a sua reproducdo em nosso
laboratorio, A partir disto foi seguido para o estudo 2 onde o principal objetivo era o de
verificar o efeito da suplementacdo de melatonina associada ou ndo a GNP sobre
pardmetros de estresse oxidativo cerebral em animais expostos a um modelo
experimental de GBM.

O microambiente do GBM compreende principalmente células reativas

relacionadas ao sistema imune, juntamente com microglia, astrocitos, células
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endoteliais, pericitos, células-tronco neurais e macrofagos de monaocitos; estes ultimos
sdo abundantes em conjunto com a microglia, constituindo cerca de 30% da massa
tumoral (Becher et al., 2008). Essas infiltracbes de mondcitos em GBM resultam em
um microambiente pro-inflamatorio que leva a alteragdes na homeostase redox,
promovendo finalmente a gliomagénese. Por esta razdo, algumas das novas
alternativas terapéuticas estdo focadas no desenvolvimento de novos agentes
capazes de modular o estado redox no microambiente GBM, sozinhos ou combinados
com agentes que estimulam a producédo de EROs (Feng et al., 2015; Manda et al.,
2015; Salazar-Ramiro et al, 2016).

Com isso vem a melatonina que, além de uma variedade de funcdes
fisiolégicas importantes, também exerce um efeito neuroprotetivo em muitas
condi¢cBes patologicas do sistema nervoso central (Brzezinski, 1997; Kaur e Ling,
2008), incluindo a doenca de Parkinson e doenca de Alzheimer (Mayo et al., 2005;
Rosales-Corral et al., 2011). Além disso, a melatonina exibe efeitos antioxidantes e
atua como um eliminador de radicais livres (Wang et al., 2012). O interesse recente
pela melatonina tem sido focado em seus possiveis efeitos antitumorais. De fato, os
efeitos antitumorais da melatonina foram testados em muitos tipos de tumores,
incluindo cancer de préstata, cancer colorretal, melanoma, cancer de ovério, cancer
de mama, bem como tumores cerebrais (Mediavilla et al., 2010). A melatonina inibe a
proliferacdo celular e induz a apoptose na maioria das linhas celulares dos tumores
acima mencionados e diminui o crescimento tumoral em modelos tumorais murinos.
No entanto, o efeito da melatonina na migracao e invasao de glioma permanece para
ser explorado e elucidado.

Um grande obstaculo no manejo clinico do GBM é a BHE, composta pelas
juncdes estreitas especializadas que alinham a vasculatura do sistema nervoso
central. A BHE restringe a entrada de muitos constituintes de plasma sanguineo,
incluindo uma série de terapias circulantes. Os proprios tumores cerebrais podem
prejudicar a integridade do BBB, através de mecanismos como a secrecao de fatores
soluveis que degradam ativamente estas jungdes (Schneider et al., 2004), bem como
a formacéo de vasos sanguineos anormais com expressao defeituosa de proteinas
de juncdo. No entanto, estudos anteriores mostraram que as areas periféricas de
tumores cerebrais menos avancados muitas vezes contém sub-regides com BBB (ou

barreira de tumor de sangue, BTB) intacta e especialmente robusta, levando a
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resisténcia ao tratamento de células cancerigenas (Black e Ningaraj, 2004; Cao et al.,
2005).

As particulas de escala hanométrica representam uma classe de agentes
gue podem vir a extravasar melhor para o tecido tumoral cerebral com uma BHE mais
permeavel. Em particular, as GNP receberam recentemente muita atengdo como uma
ferramenta potencial no tratamento e diagnéstico do cancer devido a sua baixa
toxicidade e propriedade anti-inflamatoria (Joh et al., 2013; Paula et al., 2015). Tendo
em vista todas essas caracteristicas tanto da melatonina quanto da GNP, nés
buscamos com este estudo avaliar a interacdo destas substancias unindo suas
particularidades frente aos sintomas do GBM.

Como no estudo 01, novamente avaliamos 0s parametros
comportamentais dos animais induzidos ao GBM, no entanto dessa vez comparando
0S com 0s animais suplementados com MEL e/ou GNP. No que se referente ao teste
de campo aberto (Tabela 4), o qual foi utilizado para analisar parametros locomotores,
nossos resultados foram inconclusivos, ndo havendo resultado semelhante na
literatura, para possivel discussao a respeito.

Ainda analisando parametros comportamentais foi realizado o teste de Rota
Rod, o qual foi utilizado para avaliar a forca e equilibrio dos animais, visto que isso
pode ser afetado pelo sintoma de hemiparesia, caracteristico de GBM (Mukand et al.,
2001 e Preusser et al.,, 2011). Como resultado mais significativo foi visto que o0s
animais do grupo GBM apresentaram maiores numeros de queda em relacdo aos
animais do grupo sham, sugerindo assim que os animais induzidos ao GBM estariam
com maior fraqueza provocando o desiquilibrio dos mesmos na barra rotatéria do
aparelho. Em contrapartida os animais GBM que receberam a associacao de GNP e
MEL tiveram um menor nimero de quedas quando comparados aos animais GBM
sem suplementacdo. Isso pode estar ligado a uma reducdo na velocidade da
progresséao do tumor, pois danos locomotores sao ligados ao aumento rapido do tumor
0 que leva ao aumento de presséo intracraniana e a um déficit motor no paciente
(Torres et al., 1997). Porém o mecanismo com que fez que esse resultado fosse obtivo
ainda precisa ser melhor elucidado.

Adicionalmente buscamos analisar parametros relacionados ao estresse
oxidativo, o qual tem papel importante em tumores em geral devido ao
estabelecimento de inflamacdo crénica no tecido cerebral o qual induz o estresse

oxidativo em astrocitos e microglia (Salazar-Ramiro et al., 2016).
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Em nosso estudo foi possivel observar um aumento significativo na
producdo de oxidantes em animais induzidos ao GBM em comparagdo ao grupo
sham, mensurada através dos niveis de oxida¢do do DCFH. Entretanto no grupo GBM
com suplementacédo de MEL e GNP, foi visto uma diminuicdo nos niveis de oxidacao
guando comparado ao grupo GBM sem suplementacéo. Este resultado pode estar
ligado as propriedades antioxidantes da MEL (Wang et al., 2012), a qual ligada com a
GNP foi capaz de chegar ao tecido cerebral através da caracteristica importante da
GNP de atravessar a BHE (Sintov et al., 2016), visto que o grupo GBM suplementado
apenas com MEL n&o obteve resultado significativo.

No que diz respeito ao sistema de defesa antioxidante, o seu objetivo
primordial € o de manter o processo oxidativo dentro dos limites fisiol6gicos e
passiveis de regulacdo. Neste contexto, a glutationa reduzida (GSH) é considerada
um dos eliminadores mais importantes de espécies reativas de oxigénio (ROS), e sua
relacdo com glutationa oxidada (GSSG) pode ser usada como marcador de estresse
oxidativo (Zitka et al., 2012). Nossos resultados revelam que a razdo GSH/GSSG é
significativamente aumentada apds as suplementacdes de GNP e da sua combinacéo
com MEL em relagédo ao grupo GBM. O SNC tem alta atividade metabdlica e teor de
acidos graxos, por que é particularmente sensivel ao dano oxidante por ERO. Dentro
do SNC, astrécitos e neurdnios possuem sistemas antioxidantes, como o sistema
GSSG-GSH que protege essas células de danos oxidantes (Salazar-Ramiro et
al.,2018), com isso essa resposta sugere um efeito importante da suplementacao
sobre equilibrio redox em tecido cerebral, tanto da GNP suplementada sozinha,
guanto da sua associagdo com Melatonina.

Em conjunto a esse resultado, analisamos o dano oxidativo através da
carbonilacdo de proteinas. No grupo induzido ao GBM houve um aumento
siginificativo de dano quando comparado ao grupo sham. Hardiany et al. (2012),
mostraram em seu estudo resultado semelhante, com aumento da carbonilagédo em
células de pacientes com gliomas, mostrando que as proteinas séo os principais alvos
para oxidantes reativos nas células. Entretanto, foi observado uma reducéo
significativa em grupos GBM suplementados em relagcéo ao grupo GBM, o que reforca
o possivel papel antioxidante da melatonina, da GNP e da associacao de ambas.
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6 CONCLUSAO

Tomados em conjunto, nossos dados mostram que o modelo animal
utilizando células GL261 é capaz de mimetizar a doenca, pois 0 mesmo apresentou
caracteristicas importantes, como dano em DNA, déficits neurolégicos, locomotores e
alteracdes histopatologicas particulares do glioblastoma. Junto a isso, nosso estudo
também sugere que ndo somente a associacao de Melatonina a GNP, mas também a
suplementacao destes isoladamente, podem vir a ser uma nova terapia em potencial
para pacientes com GBM. No entanto mais estudos ainda sdo necessarios para

elucidar o mecanismo pelo qual isso ocorre.
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Q/ Universidade do Extremo Sul Catarinense LEUA &
unesc Comisséo de Etica no Uso de Animais ‘
CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Efeitos da suplementacdao de melatonina associada a
nanoparticulas de ouro sobre o desenvolvimento tumoralem animais expostos a um modelo
experimental de glioblastoma.", registrada com o protocolo n® 024/2016-2, sob a responsabilidade
de Ricardo Aurino de Pinho, junto a equipe: Vanessa Moraes de Andrade, Gabriela Trevisan,
Renata Tiscoski Nesi, Giulia dos Santos Pedroso Fidelis, Hemelin Resende Farias, Fernanda Pereira
Tavares - que envolve a producdo, manutencdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n®
6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais -
CEUA da Universidade do Extremo Sul Catarinense - UNESC, em reunido de 06/09/2016.

Finalidade () Ensino (X)) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagdo | 26/09/2016 a 09/07/2017
Espécie/linhagem/raca | Camundongo heterogénico C57/BL/6

N° de animais 165

Idade/Peso 2 meses / 20+£30mg
Sexo Masculino

Origem Biotério da Unesc

The Ethics Committee on Animal Use on Research, sanctioned by the resolution number
02/2011/Camara Propex, in accordance with federal law number 11.794/08, has analyzed the
following Project:

Project title: “Effects of melatonin supplementation-gold nanoparticles associated in the
tumour development in experimental model of glioblastoma.”

Protocol number: 024/2016-2

Principal Investigator: Ricardo Aurino de Pinho

Researchers: Vanessa Moraes de Andrade, Gabriela Trevisan, Renata Tiscoski Nesi, Giulia dos
Santos Pedroso Fidelis, Hemelin Resende Farias, Fernanda Pereira Tavares.

The project was Approved in its ethical and methodological aspects. Any alteration of the original
version of this project must be previously submitted to the Committee for further analyzes. May you

have further questions, please contact us on www.unesc.net/propex/ceua or by e-mail:
ceua@unesc.net.

Criciima, 06 de setembro de 2016.

%:N‘D
Jairo José Zocche

Coordenador da CEUA

66



