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Epigrafe

“A certidao de nascimento” do cancer é um papiro egipcio do
século VII antes de Cristo em que um médico descreve uma “massa
saliente no peito” para qual o tratamento nao existia. No entanto,
sao raras as referéncias a doencga antes do século XIX. O motivo é
simples: As pessoas morriam de outros flagelos como tuberculose,
cOlera variola, peste ou pneumonia. Nesse sentido, o cancer é uma
moléstia da civilizacgdo moderna, nao tanto pelos maleficios
causados por ela, mas porque, com o prolongamento da vida
humana, foi levado para o primeiro plano. S6 na metade do século
XX é que se intensificou a batalha épica da medicina contra um mal

cuja a causa era desconhecida.

Texto do livro “O Imperador de todos os males” (Siddhata Mukherjee)

“Cdncer: uma dialética da vida e da morte” (Warne Pedro de Andrade)






Resumo

Andrade, W.P. DETERMINACAO DOS EFEITOS DA HIPERTERMIA EM MODELO
IN VITRO DE HIPEC SOBRE AS LINHAGENS DE CELULAS DE CANCER DE
OVARIO: IMPLICACOES DA EXPRESSAO GENICA DE PROTEINAS DO CHOQUE
TERMICO E RESITENCIA A PLATINA. 2021. 115 f, Tese (Doutorado) — Faculdade

de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2021

INTRODUGCAO: O cancer epitelial de ovario (EOC) é a neoplasia maligna ginecoldgica
mais letal, com a presenca de quimiorresisténcia contribuindo para o pior progndstico.
Aproximadamente 80 por cento dos casos sédo diagnosticados no estagio Il C e séo
tratados com cirurgia de citorreducao seguida de quimioterapia adjuvante. No entanto,
70 por cento desses pacientes tém recorréncias pélvicas e peritoneais. As Proteinas
de Choque Térmico sdo produzidas em resposta ao estresse fisiopatologico e
participam de diversos estagios da carcinogénese, atuando principalmente como
agentes antiapoptéticos. Elas também estdo implicadas na resisténcia a quimioterapia
em varios tipos de tumores. Na tentativa de melhorar os resultados oncolégicos, novas
abordagens terapéuticas, como quimioterapia intraperitoneal e HIPEC, foram
propostas em estudos recentes com ganhos na sobrevida global (SG). No entanto,
algumas questfes ainda ndo foram respondidas. METODO: No estudo, culturas de
células de cancer de ovario TOV-21G (carcinoma de células claras), SKOV-3
(carcinoma seroso resistente a platina) e OV-90 (seroso de alto grau) foram utilizadas.
O ensaio de citotoxicidade celular (MTT) foi realizado. As linhagens de células de
cancer de ovario foram tratadas com cisplatina em normotermia (37°C) e cisplatina em
hipertermia (41°C) e um grupo controle tratado com solucéo salina PBS de 37 a 41°C)
por 24 horas, seguido por nova suplementacdo e uma nova incubacao de trés horas.
Um ensaio clonogénico foi realizado. Em seguida, foram submetidos a extracdo de
RNA e transcricao reversa. O gRT-PCR foi realizado para comparar a expressao de
TRAP1, HSPB1, HSPD1l, HSPAlA e HSPA1L em diferentes tratamentos.
RESULTADOS: Nao houve diferenca significativa quanto a citotoxicidade no
tratamento com cisplatina aquecida em relacéo ao tratamento com normotermia. Nao
foi possivel avaliar a expressao génica das proteinas de choque térmico na linhagem
SKOV-3. Os genes HSPB1, HSPD1 e TRAP1 foram regulados positivamente em OV-
90 submetido a hipertermia em relagdo a normotermia. Ndo houve alteracbes

significativas na expressdo génica na linhagem TOV-21G. CONCLUSAO: A linhagem
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de células serosas de cancer de ovario OV-90, ap0s tratamento com cisplatina
aguecida, teve os genes de choque térmico HSPA1A, TRAP1 e HSPB1 regulados
positivamente. O gene HSPB1 apresentou a expressao de valor mais significativa.
Nosso resultado mostrou que os genes do chogue térmico podem estar relacionados
a fenotipagem de resisténcia a quimioterapia encontrada neste tumor. O uso de
everolimus tem o potencial de sensibilizar a citotoxicidade em um modelo usando
cisplatina aquecida e melhorar resultados. Assim, é necessario avaliar esses genes

em um estudo clinico de HIPEC.

Palavras-chave: cancer de ovario, resisténcia a platina, proteinas de choque térmico,
HIPEC.
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DETERMINATION OF THE EFFECTS OF HYPERTHERMIA IN A HIPEC IN
VITRO MODEL ON OVARY CANCER CELL LINES: IMPLICATIONS OF HEAT
SHOCK PROTEIN GENES EXPRESSION AND PLATINUM RESISTANCE

INTRODUCTION: Epithelial ovarian cancer (EOC) is the most lethal gynecological
malignancy, with the presence of chemoresistance contributing to the poor prognosis.
Approximately 80% of cases are diagnosed in stage lll C and are treated with
cytoreduction surgery followed by adjuvant chemotherapy. However, 70 percent of
these patients have pelvic and peritoneal recurrences. Heat Shock Proteins are
produced in response to pathophysiological stress and take part in several stages of
carcinogenesis, acting primarily as anti-apoptotic agents. They are also implicated in
resistance to chemotherapy in several types of tumors. In an attempt to improve
oncological results, new therapeutic approaches such as intraperitoneal chemotherapy
and HIPEC have been proposed in recent studies with gains in overall survival (OS).
However, some questions have not yet been answered. METHODS: In the study,
cultures of ovarian cancer cells TOV-21G (clear cell carcinoma), SK-OV3 (platinum-
resistant serous carcinoma), and OV-90 (high-grade serous). Cell cytotoxicity (MTT)
assay was performed. The ovarian cancer cells lines were treated with cisplatin in
normothermia (37 degrees Celsius) and cisplatin in hyperthermia (41 degrees Celsius)
and a control group treated with PBS saline solution at (37 degrees Celsius and 41
degrees Celsius) for 24 hours, followed by new supplementation and a new three hours
incubation. A clonogenic assay was performed. Then they were submitted to RNA
extraction and reverse transcription. gRT-PCR was performed to compare the
expression of TRAP1, HSPB1, HSPD1, HSPA1A and HSPAIL in different treatments.
RESULTS: There was no statistical difference concerning cytotoxicity between
treatment with heated cisplatin and treatment with normothermia. It was not possible
to evaluate the expression of the heat shock genes in the SKOV-3 lineage. The
HSPB1, HSPD1 and TRAP1 genes were positively regulated in OV-90 submitted to
hyperthermia in relation to normothermia, and there were no significant changes in
expression in the TOV-21G. CONCLUSION: In conclusion, we observed that OV-90
serous ovarian cancer cell line, after heated cisplatin treated had the HSPA1A, TRAP1,
and HSPB1 heat shock genes upregulated. The HSPB1 genes had the most significant
value expression. Our result showed that the heat shock genes can be related at

chemotherapy resistance phenotyping founded this tumor-like. The use of everolumus



Abstract

has the potential to sensitize cytotoxicity in a model using heated cisplatin and
improved results Thus, it is necessary to evaluate these genes in a clinical study of
HIPEC.

Keywords: ovarian cancer, resistance to chemotherapy, heat shock proteins, HIPEC.
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Introducao

1. INTRODUCAO

1.1 Cancer

O cancer engloba um grande grupo de doencas que sao caracterizadas por
crescimento anormal das células e sua propagacao, a partir do local de origem, é
conhecido como metastase. Sendo entendido como uma doenca do genoma, que
surge pelo acumulo de mutacBes genéticas e modificacdes epigenéticas que
perturbam a funcdo normal das vias de sinalizacdo responsaveis pela coordenacao
da morte celular, diferenciacéo e proliferagéo celular.t

O desenvolvimento do céancer se inicia pelas mutacbfes que Ssao
modificacdes na sequéncia do DNA capazes de alterar a expressao génica, tais como
alteracbes nas sequéncias de nucleotideos dentro de regides promotoras ou
codificadoras de um gene. As mutacbes podem ser introduzidas no DNA pela
exposicdo a cancerigenos ambientais, tanto exdgenos como endégenos, ou pela
replicacdo e reparacado intrinseca do DNA sujeito a erros na prépria maquinaria
celular.? A mutacéo genética é o fator mais relevante para a formacado do cancer, pois
podem ocorrer mutacdes em genes drivers, isto €, genes que quando mutados, podem
promover a tumorigénese levando a formacdo do cancer.® Todavia é importante
ressaltar que algumas das alteracdes no DNA que predispbem ao cancer sdo
herdadas (5-10% dos casos). No entanto, a grande maioria (90-95%) dos casos €&
induzida por exposicdes a fatores externos, tais como xenobiéticos (tabaco, alcool,
pesticidas), organismos infecciosos (virus da hepatite B e C, virus HTLV1 e HTLV2) e
alimentagéo inadequada.*

A perda de estabilidade do genoma € uma caracteristica relevante
relacionada a progressdo do tumor, em que elevadas taxas de mutacdo somadas a
alteracdes cromossdmicas, tanto numéricas quanto estruturais e ativacao de vias
especificas, se combinam para conduzir a proliferagdo celular sem nenhum controle
e resisténcia a morte celular. Estes fatores sdo cada vez mais estudados em
oncologia, visto que a instabilidade gendmica esta associada a resposta ao tratamento
com imunoterapia.® E importante ressaltar que outros fatores também s&o essenciais
ao desenvolvimento do cancer, como a reprogramac¢do do metabolismo energético,

estimulo a angiogénese e evasdo a destruicdo imune, construindo entdo o

“microambiente do tumor"?, atualmente conhecidos como “hallmarkers” do cancer.®

20



Introdugao

Segundo o GLOBOCAN, foram estimados para 2020 aproximadamente
18,1 milhdes de novos casos e 9,6 milhdes de mortes por cancer em todo mundo
(Figural).” Séo estimados, para o ano 2030, 20 milhdes de casos incidentes e 13
milh6es de mortes, indicando um acentuado aumento tanto em numero de novos

casos quanto em mortalidade provocadas pelo cancer (WORLD CANCER REPORT,

WHO, 2014).8

Homens
Incidéncia Mortalidade
Linfoma N3o-Hodgkin Rim Leucemia Leucemia Bexiga Linfoma Ndo-Hodgkin
3,0% 2,7% 2,7% 3,2% 2,9% 2,7%
Eséfago Pancreas
4,2% Outros 4,5%
Bexiga 30,7% Esofago Outros
4,4% 6,8% 22,9%
Figado Préstata
6,3% 6,8%
Estdmago R
7,1% Est;r;/ago Pulmdo
,17
Colorretal Pulm3o 21,5%
10,6% Préstata 14,3% Colorretal
14,1% 9,3% 105%
Mulheres
Incidéncia Mortalidade
L Ovario Esofago Leucemia
et Ovario Figado Linfoma N&o-Hodgkin 47% 3% 30%
stbmago 3,0% % 6 > )
a0%  34% 2/0% ’
Pancreas Outros
Endométrio Outros 4,9% 25,4%
4,5% 28,9%
Figado
Tiredide 5,7%
4,9%
Estdmago
Cervical 6,0%
6,5% Mama
Cervical 15,5%
Pulmdo 7,7%
8,4% Mama Colorretal Pulmdo
Colorretal 24,5% 9,5% 13,7%
9,4%

FIGURA 1. Distribui¢cdo de casos e mortes por area mundial, em 2020, para homens e mulheres.

Fonte: Adaptado GLOBOCAN, 2020
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Segundo dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA)®, a estimativa no
biénio 2020-2021 para o Brasil aponta a ocorréncia de cerca de 625 mil casos novos
de cancer. Entre os dez tipos de cancer com maior incidéncia, excetuando-se o cancer
de pele ndo melanoma, os tipos mais frequentes em homens foram préstata (31,7%),
pulmdo (8,7%), intestino (8,1%), estdbmago (6,3%) e cavidade oral (5,2%). Em
mulheres, os canceres de mama (29,5%), intestino (9,4%), colo do utero (8,1%),
pulmao (6,2%) e tireoide (4,0%) foram os mais incidentes (INCA, 2020) (Figura 2).°

Prostata 65.840 29,2% Homens Mulheres Mama feminina 66.280 29,7%
Colon e reto 20.520 9.1% Colon e reto 20.470 9,2%
Traqueia, bronquio e pulméao 17.760 7,9% Colo do (tero 16.590 7,4%
Estomago 13.360 5,9% Traqueia,bronquio e puimao ~ 12.440 5,6%
Cavidade oral 11.180 5,0% Glandula tireoide 11.950 54%
Esdfago 8.690 3,9% Estdmago 7.870 3,5%
Bexiga 7.590 3.4% Ovario 6.650 3,0%
Linforna nao Hodgkin 6.580 2,9% Corpo do utero 6.540 2,9%
Laringe 6.470 2,.9% Linfoma nao Hodgkin 5.450 2,4%
Leucemias 5.920 2,6% Sistema nervoso central 5.220 2,3%

*Nimeros arredondados para miltiplos de 10.

FIGURA 2. Distribuicao proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para
2020-2021, por sexo, exceto pele ndo melanoma*.
Fonte: INCA, 2020.

1.2- Cancer Epitelial de Ovario (CEO)

CEO é o sexto tumor mais frequente e a quinta causa de morte por cancer,
em mulheres, nos Estados Unidos.® No Brasil, segundo dados do INCA, sé&o
esperados 6.650 casos novos de cancer de ovario para o triénio 2020-2022, sendo
gue este valor corresponde a um risco estimado de 6,18 casos novos a cada 100.000
mulheres.® A média de idade ao diagnéstico é 63 anos, sendo que 70% das pacientes
ja séo diagnosticadas em estadio avancado.!! Sendo assim, o CEO é considerado o
mais letal dos tumores ginecoldgicos, embora seja considerado uma neoplasia de
baixa incidéncia quando comparados com outros tipos de cancer, como de cancer de
mama e o de colo de Utero.Este achado se deve ao seu carater insidioso.!?

Estudos recentes, tem demonstrado que o CEO ndo é uma doenca isolada,
mas € composto por um grupo heterogéneo de tumores que podem ser classificados
com base nas caracteristicas morfoldgicas e moleculares distintas e possuem origens
diferentes.!?

Em fungcdo dos tipos celulares que constituem os ovérios, podem ser

22
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