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RESUMO

O cancer € uma das principais causas de morte no mundo, e € ainda mais mortal quando se
atinge o tecido nervoso. Nessa perspectiva, o glioblastoma multiforme (GBM), pertencente ao
grupo de gliomas, é um tumor maligno primario e incuravel. Os pacientes com GBM
apresentam cefaléia, déficits neuroldgicos, confusdo, perda de memoria, alteracBes de
personalidade ou com convulsfes. Desse modo, incessantes pesquisas sao feitas com o fito de
mitigar o sofrimento desses pacientes e aumentar a sobrevida. Nesse contexto, o objetivo
desta revisdo de literatura, foi trazer o uso de novas formas de pesquisa para elucidacdo da
patogenia e testes farmacolégicos com o uso dos scaffolds de quitosana-acido hialurénico,
na andlise da reatividade das células cancerigenas as formas atuais e novas de terapias, em um
microambiente tumoral mais proximo da realidade. A pesquisa foi realizada utilizando as
palavras chave "scaffolds”, “temozolamida”, “biomarcadores” e “ astrocitoma grau IV”,
consultando-se as plataformas Pubmed, Nature e Springer, numa ampla de paises, em busca
de abordagem da patogenia, tratamento, biomarcadores e novas terapias. Os dados
encontrados na literatura trazem uma analise da patogenia do glioblastoma, que se baseia em
mutacBes TP53 em glioblastomas secundérios e primario com o receptor de EGF (EGFR)
superexpresso. Alem disso, os dados encontrados trouxeram uma inovacdo, no uso de
scaffolds 3D porosos com quitosana-acido hialurénico, para mimetizar o microambiente
tumoral, permitindo assim a pesquisa in vitro mais realista para farmacos e para um
entendimento do mecanismo tumorigénese. Nesse sentido, foi observado que, um aumento no
teor de polimero levou a uma maior densidade, menor porosidade e maior mddulo de
compressdo. Com isso, representam uma ferramenta Gtil para a cultura in vitro de células
GBM. Por fim, € valido afirmar que novas pesquisas tem sido relevantes na busca de
inovacdes para teste de farmacos e comparagédo dos atuais protocolos.

Palavras-chave: “Tumor cerebral”; “Scaffolds”; “Quitosana”; “Temozolamida”; ”Acido
hialurénico™.

1 INTRODUCAO

O céncer é uma das principais causas de morte no mundo. Sendo um problema para
vida de muitos. A doenca surge da transformacdo de células normais em células tumorais em
um processo de varios estdgios, levando a um tumor maligno. O glioblastoma multiforme
(GBM) é um tumor cerebral maligno primario e altamente invasivo, cresce e se espalha
rapidamente, criando pressao intracraniana. Com sobrevida mundial de apenas 15 meses para
0S pacientes, se mostrando como um problema de salude publica. Logo, novas formas de
tratamento precisam ser desenvolvidas. Atualmente, com o advento de novas tecnologias,
pode-se desenvolver formas de estudo in vitro com eficiéncia, mimetizando o cerebro, para
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pesquisar novas terapias farmacoldgicas, melhorar a qualidade de vida dos pacientes, e ainda
elucidar de forma mais ampla a etiopatogenia da doenca. Além disso, o entendimento do
microambiente tumoral do GBM traz uma melhor visdo da transformacéo celular possivel
metastase (lacob e Dinca 2009; Ferlay J et al. 2020).

Em vista disso, 0 objetivo desta revisdo de literatura, foi demonstrar a relevancia
epidemioldgica do GBM e a necessidade de novas formas de tratamentos para elucidacdo da
patogenia, com auxilio de novas técnicas como o uso dos scaffolds de quitosana-acido
hialurdnico, na analise da reatividade das células cancerigenas as formas atuais e novas de
terapias, em um microambiente tumoral mais proximo da realidade.

2 MATERIAIS E METODOS

Foi realizada uma revisdo sistematica com as palavras-chave "scaffolds”,
“temozolamida”, “biomarcadores” e * astrocitoma grau IV”, consultando-se as plataformas
Pubmed, Nature e Springer, numa ampla de paises. Foram encontrados 50 publicacGes, dos
quais 22 foram selecionadas, os critérios de inclusdo, foram artigos de lingua inglesa, dos
ultimos 20 anos, com abordagem da patogenia, tratamento, epidemiologia, biomarcadores e
novas terapias.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Epidemiologia, mortalidade e qualidade de vida dos pacientes

A idade é fator no desenvolvimento de doengas como o cancer. Portanto, a idade afeta
significativamente a incidéncia de Glioblastoma multiforme, onde a grande maioria dos casos
ocorre em pessoas com mais de 40 anos. Para 47,9% dos pacientes, a idade do diagnéstico de
GBM foi maior que 65 anos, e 46,3% tinham entre 40 e 64 anos (Li et al. 2018).

A incidéncia global inferior a 10 por 100.000 pessoas, apesar de raro, seu prognéstico
é ruim com sobrevida de 14-15 meses ap0s o diagndstico, tornando um problema de saude
publica. Os gliomas malignos sdo a razdo de 2,5% das mortes por cancer e sdo a terceira
principal causa de morte por cancer em pessoas de 15 a 34 anos. Além disso, a proporcéo de
incidéncia de GBM é maior em homens do que em mulheres. Ademais, o0 ocidente tem maior
incidéncia de gliomas do que os paises menos desenvolvidos, pode esta relacionada a
subnotificacdo de casos de gliomas, acesso limitado aos cuidados de salde e diferencas nas
praticas de diagndstico. Alguns estudos mostraram que 0S negros Sa0 Menos Propensos, e a
incidéncia de GBM é maior em outros grupos étnicos, como, asiaticos, latinos e brancos
(Thakkar et al. 2014).

Clinicamente, os pacientes com GBM podem apresentar cefaléia, déficits
neuroldgicos, confusdo, perda de memdria, alteracfes de personalidade ou com convulsdes. O
comprometimento do funcionamento neurocognitivo, resultando em dificuldades, ocorre em
quase todos o0s pacientes com tumores cerebrais, eventualmente, compromete sua
independéncia. Esse comprometimento tem relacdo com varios fatores, incluindo o préprio
tumor, epilepsia relacionada ao tumor, tratamento e fatores relacionados ao paciente (idade,
sofrimento psicologico) (Palmer et al. 2021; Henriksson, Asklund, e Poulsen 2011).

Nos ultimos anos, de 2019 a 2022, o mundo vivenciou uma pandemia causada pelo
virus SARS-CoV-2, o que também afetou o tratamento e a qualidade de vida dos pacientes
com GBM no Brasil e provavelmente no resto no mundo (Lu, Stratton, e Tang 2020;
Batistella et al. 2021).

3.2 Fatores de risco, patogenia e resisténcia
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O desenvolvimento do glioblastoma multiforme tem relagdo com causas ambientais
exogenas, como a exposicao a radiacao terapéutica ou de alta dose, fatores como cloreto de
vinilo ou pesticidas, fumo, refinacdo de petr6leo e emprego na fabricacdo de borracha
sintética. Fatores adicionais, como exposicdo a campos eletromagnéticos residenciais e
formaldeido. Um pequeno subgrupo (5%) de pacientes com gliomas, estéa associado a algumas
sindromes hereditarias (Farrell e Plotkin 2007).

Glioma é um termo genérico usado para descrever tumores cerebrais primarios. O
glioblastoma multiforme (GBM) é o glioma mais comum em adultos, cerca de 60% de todos
0s tumores cerebrais em adultos. Atualmente, sdo classificados de acordo com sua suposta
célula de origem e caracteristicas histologicas de malignidade. Recentemente a OMS adotou
uma nova abordagem, ao integrar marcadores moleculares no processo diagndstico (Louis et
al. 2021; Alifieris e Trafalis 2015)

O GBM, e geralmente descrito em duas formas clinicas diferentes, GBM primario e
GBM secundéario. GBM primario, € a forma mais comum (cerca de 95%) e surge tipicamente
de novo, dentro 3-6 meses, em pacientes mais velhos. O GBM secundario surge de
astrocitomas anteriores de baixo grau em pacientes mais jovens. Muta¢des TP53 foram
consideradas comuns em glioblastomas secundarios, diferente do glioblastoma primério que
obteve superexpresso o receptor de EGF (EGFR). Enquanto as formas primarias e secundarias
apresentam algumas diferencas moleculares, as formas finais o resultado é praticamente o
mesmo, pois 0s mesmos caminhos sdo afetados e respondem de forma semelhante ao
tratamento padrdo atual. Levando ao aumento da atividade do receptor de tirosina quinase
(TKR) e a ativacdo das vias RAS e PI3K. O GBM principal muitas vezes tem receptor do
fator de crescimento epidérmico amplificado e mutado (EGFR) que codifica EGFR alterado
(EGFvall), que pode induzir células vizinhas a se transformarem em fenotipos semelhantes a
GBM. Microvesiculas carregando EGFRvIII, podem transferir o receptor oncogénico para
induzir a atividade de EGFRvIIl na célula. Enquanto o GBM secundario, aumenta a
sinalizacdo atraves do receptor PDGF-A. Novamente, GBM primario tém comumente
amplificagcdo do gene MDM2 (codifica inibidor de p53), mutacbes PTEN e delecOes
homozigdticas de CDKNZ2A. Por fim, a progressdo do glioma de baixo grau para alto grau
estd associada a inativacdo do gene do retinoblastoma (RB1) e aumento atividade do human
double minute 2 (HDM2) (Watanabe et al. 1996).

A perda do controle do ciclo celular esta envolvido na patogénese. Isso porque as
células passam por varios processos coordenados em seu ciclo de vida. A regulacdo do ciclo
celular atraves de pontos de checagem é a chave para o crescimento e diferenciagdo normais.
No entanto, o checkpoint G1 que faz a passagem da fase G1 para fase S do ciclo celular, tem
sido um foco de pesquisa em GBMs, envolvendo as ciclinas e quinases dependentes de ciclina
(CDK). A grande maioria dos GBMs mostra alteracdo em pelo menos um componente dessa
via chamada p16INK4a/CDK-4/Retinoblastoma 1 (RB1). Normalmente, a ciclina D1 ativa
CDK-4, que fosforila RB1, um oncogene, e causa a liberacdo do fator de transcricdo E2F, que
inicia a transicdo G1/S. Em 78% dos pacientes com glioblastoma, a expressdao de RB ¢
regulada negativamente.(Cancer Genome Atlas Research Network 2008; Sherr e Roberts
1999).

As células transformadas usam Vvarios mecanismos para contornar a vigilancia
imunologica. As células endoteliais associadas ao GBM criam uma barreira imunolégica ao
redor do microambiente do tumor, modulando os checkpoints imunolégicos. Uma proteina de
checkpoint imunologico chamada CD200 foi associada a esse processo. CD200 causa
supressdo de citocinas pré-inflamatorias, como IL2 e IFNy.

Outro mecanismo imunossupressor utilizado pelo GBM ¢é a supressdo da fungdo das
células dendriticas (DC) que desempenha um papel integral no inicio da resposta imune
adaptativa, pela captacdo e apresentacdo de antigenos e co-estimulacdo de células T. Os
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microambientes de glioblastoma contém fatores que podem potencialmente suprimir a funcéo
da DC; fator de crescimento beta (TGF-P) ¢ indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO). Com esses
tipos de adaptacbes, os GBMs conseguem permanecer fora do alcance do sistema
imunoldgico e continuar a proliferar (Xiong et al. 2016).

A deficiéncia de reparo de danos no DNA (DDRd) cria alteracdes de nucleotideos
previsiveis e rastredveis no codigo genético do tumor, tornando-se um fator crucial no
desenvolvimento de resisténcia a terapia e recidiva do tumor. Consequentemente,
compreender e tirar proveito dos DDRds pode ajudar a desenvolver novas estratégias
terapéuticas (Dean, Fojo, e Bates 2005).

3.3 Diagnéstico e tratamento com auxilio de biomarcadores

A ressonancia magnética (RM) é a forma de diagndstico padrdo, em imagens dos
tumores cerebrais, onde se define os limites das lesdes, incluindo tamanho, forma e
localizacdo dos tumores. Junto a isso, 0 uso de tecnologia adjunta como ressonancia
magnética com contraste dindmico, imagem de perfusdo, préton espectroscopia de
ressonancia magnética e tomografia por emissdo de positrons. Os atuais tratamentos do GBM
incluem resseccdo méxima (difusamente infiltrativa desses tumores dificulta a ressecgao),
radioterapia com terapias concomitantes e adjuvantes, como temozolamida (TMZ) ou
pastilhas de carmustina. Ha ainda o tratamento dos sintomas, o uso de medicamento, como,
anticonvulsivante, tratamento para edema cerebral, infeccdes, depressao, disfungdo cognitiva,
fadiga e tromboembolismo venoso. Além disso, quando se tem uma progressao,
bevacizumabe é comumente utilizado contra o fator de crescimento endotelial vascular
circulante (VEGF), recentemente combinado com lomustina.

As células tumorais dependem de mecanismos de reparo de DNA residual para lidar
com o estresse enddgeno induzido pelo aumento do metabolismo celular, estresse mitotico e
hipdxia, bem como estresse exdgeno induzido por quimioterapia e radioterapia. As estratégias
de tratamento para o glioblastoma dependem da inducdo de danos no DNA. A radiacdo
ionizante (IR) funciona principalmente infligindo quebras de fita dupla, danos a base e
quebras de fita simples, ja a TMZ, um agente quimioterapico alquilante, induz
N7-metilguanina e N3-metiladenina. O dano ao DNA causado por essas terapias €
frequentemente reparado por vias multiproteicas, como recombinagdo homdloga, juncéo de
extremidade ndo homologa ou reparo por excisdo de base, com excec¢do de um mecanismo de
reparo via O(6)-metilguanina-DNA metiltransferase (MGMT) que funciona como uma unica
via de proteina. A combinacdo de TMZ com radioterapia foi aceita como a “terapia padrao”
para GBM em todo o mundo, nomeada de “Protocolo Stupp”.

Apesar das formas existentes de terapéuticos agressivos, a maioria dos pacientes sofre
recorréncia, pela heterogeneidade molecular dos tumores GBM e a penetracdo de agentes
terapéuticos através da barreira hematoencefalica (BHE). Portanto, a resposta ao tratamento e
0 prognostico sdo afetados, induzindo a resisténcia do tumor nos pacientes. No entanto, com
métodos de sequenciamento atuais trouxeram a identificacdo de biomarcadores moleculares
para GBM que permite uma elucidacdo da patogénese molecular. Consequentemente,
biomarcadores diagndsticos permitem uma classificagdo mais precisa do tumor. Com isso, 0s
biomarcadores prognosticos informam sobre um provavel resultado do cancer e
biomarcadores preditivos facilitam o manejo do paciente, auxiliando a adaptacdo de
tratamento individualizado. Existem testes comumente feitos, com algumas moléculas, como,
isocitrato desidrogenase (IDH), receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), VEGF,
proteina supressora de tumor TP53, homologo de fosfatase e tensina (PTEN), gene
pl6INK4a, células-tronco cancerigenas, MGMT.

A caracterizacdo detalhada contribui para o desenvolvimento de uma nova geragéo de
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terapias anti-GBM, como inibidores moleculares direcionados a receptores de fatores de
crescimento, vacinas, conjugados de drogas a base de anticorpos e, mais recentemente,
inibidores bloqueando os centro de controle imunolégicos (Carlsson, Brothers, e Wahlestedt
2014; Szopa et al. 2017; Stupp et al. 2005).

3.4 Inovagdes in vitro

Atualmente, grupos de pesquisa de diferentes regides estdo em busca de novas terapias
para aumentar a sobrevida dos pacientes com a doenca. Uma das pesquisas inovadoras vistas
recentemente foi a utilizacdo de scaffolds feitos com quitosana-acido hialurdnico, para
mimetizar a rigidez variavel na cultura de células de glioblastoma, melhorando a preciséo do
teste in vitro para terapias futuras. Os scaffolds 3D porosos com quitosana promovem a
proliferacdo e o enriquecimento de células-tronco cancerigenas. A resposta das células
tumorais do GBM as drogas colocadas no scaffolds com varios niveis de rigidez foi bastante
relevante (Figura 1) (Erickson et al. 2018).
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Figura 1: Cinética de crescimento de células. Fonte: Erickson et al. (2018).

Os scaffolds de PEC quitosana-acido hialurénico (CHA) foram fabricados com
conteddo variavel de quitosana, trazendo diferenca na densidade total, porosidade,
microestrutura € mddulo de compressdo do scaffolds. Quando os scaffolds foram utilizados
para a cultura de células, as celulas formaram pequenos agregados de forma irregular em
scaffolds de CHA a 2% e esferdides tumorais em scaffolds de CHA a 4% e 8%. De modo
geral, um aumento no teor de polimero levou a uma maior densidade aparente, menor
porosidade total, menor &rea de poros e maior modulo de compressdo. Diferencas na
morfologia celular e proliferacdo entre as condicdes de scaffold de CHA sugerem um efeito
da rigidez da matriz em células GBM in vitro. O scaffolds de 8% de CHA formou esferas
tumorais maiores com maior resisténcia a drogas e expressao elevada de resisténcia a drogas,
hipoxia e genes relacionados a invasdo (Erickson et al. 2018).

4 CONCLUSAO

E possivel perceber que as atuais terapias para o glioblastoma multiforme ndo tem
oferecido uma qualidade de vida adequada e uma sobrevida mundial relevante para os
pacientes. Portanto, mostra-se necessario rever o uso dos atuais protocolos operacionais.
Além disso, a utilizacdo de novas ferramentas de testagem para novas terapias. Os scaffolds
de CHA representam uma ferramenta Util para a cultura in vitro de células GBM permitindo a
modelagem da relacdo entre as células GBM e o microambiente tumoral. Por fim, é valido
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afirmar que o incentivo a novas pesquisas é imprescindivel para a resolugdo do problema de
salide publica, que 0 GMB traz para o mundo.
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