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“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

INTRODUCAO: 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 relacdo 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
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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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originados diferentes tipos de tumores, que sdo agrupados em: (i) tumores de células
germinativas, (ii) tumores de células do estroma e (iii) tumores epiteliais.*? Os tumores
de células germinativas (i) sdo derivados das células germinativas primordiais. Estes
tumores constituem aproximadamente 25% de todos os tumores ovarianos, mas
apenas 2-3% das neoplasias ovarianas malignas.*® Tumores do estroma ovariano (ii)
sdo uma rara classe de malignidades, representando aproximadamente 7% dos
casos, e se desenvolvem a partir de células do tecido conjuntivo que tem como funcao
a sustentacdo do tecido ovariano e a produgé&o dos hormonios femininos, estrogénio
e progesterona.'* Os tumores epiteliais (i) sdo importados principalmente do epitélio
do tubo endometrial ou do tubo de falopio, sendo que o paradigma prevalece na
génese do carcinoma seroso de alto grau (HGSC) que corresponde ao cancer de
ovario mais comum.*®

Em 2010, considerando uma série de estudos morfolégicos e genéticos,
Kurman & Shih (2010) propuseram a categorizacdo do CEO em dois grupos
designados tipo | e tipo Il. Os CEO classificados como tipo | sédo tumores indolentes,
composto por carcinomas de baixo grau, progressdo lenta e apresentam-se
frequentemente em estagio precoce. Entre os carcinomas do tipo | incluem, células
claras, endometriéide, mucinosos e carcinomas serosos de baixo grau. Além disso,
os carcinomas exibem uma linhagem compartilhada com a neoplasia cistica benigna.
Estes tumores se comportam realmente de forma menos agressiva, sdo confinados
ao ovario na apresentacdo.’® Em contraste, os tumores do tipo Il, apresentam
normalmente estagios avancados, sendo tumores de alto grau altamente agressivos
e sao diagnosticados como carcinomas epiteliais serosos de alto grau e tumores
mesodérmicos mistos malignos (carcinossarcoma), dependendo do padréo
dominante.16

Os tumores do tipo | apresentam mutacdes especificas nos genes KRAS,
BRAF e ERBB2, sendo tais mutacdes frequentes em aproximadamente dois tercos
dos carcinomas serosos de baixo grau. As mutacdes TP53 séo raras em tumores do
tipo 1. Carcinomas serosos de alto grau, tumor classico do tipo Il, caracterizam-se por
uma alta frequéncia de mutacdes em TP53 (> 80% dos casos), amplificacdo em
CCNEL e raramente apresentam mutacdes que caracterizam a maioria dos tumores
do tipo | como KRAS, BRAF, ERBB2, PTEN, CTNNB1 e PIK3CA7. Os carcinomas
mucinosos apresentam mutagdes KRAS em mais de 50% dos casos, enquanto que

em carcinoma de células claras, mutacdes em PIK3CA sé&o bastante frequentes.'® A
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figura abaixo mostra as principais alteracées genéticas encontradas nos tumores do

tipo | e do tipo Il.

Deficiéncia de reparo
de incompatibilidade

Atviacdo da via K-Ras com
mutacdo do TP53

7

N

 Ativagéo da via Wt-
‘Beta-catenina

[ Inativagdo PTEN

v

Mutacdo do TP53
Extensas variacdes
gendmicas estrutural

Cancer
epitelial

Ativagdo PI3K

Células
claras

P

Inativagdo ARID1A
remodelagdo da cromatina
.

~ Ativacio da via ErbB2/K-
Ras/B-Raf/MEK

FIGURA 3. As origens do tecido e as principais altera¢cfes das vias moleculares em diferentes tipos de
cancer epitelial ovariano.
Fonte: Adaptado le-Ming Shih, 2020.

Do ponto de vista da hereditariedade, cerca 10 a 15% dos casos de CEO
sdo hereditarios. Sendo 90% desses casos relacionados a mutacfes nos genes
BRCA1 e BRCA2!" As células deficientes em BRCA1/2 demonstram
comprometimento do mecanismo reparo de DNA por recombinacdo homoéloga.t® Este
fato justifica a realizacao de teste para avaliacdo de mutacdo nestes genes em todas
as pacientes com neoplasia de ovario. E importante ressaltar que o conhecimento
desta mutacdo ao diagndstico nos fornece informacéo prognoéstica e preditiva de
resposta ao tratamento, pois em caso de mutacédo no gene BRCA ja temos disponiveis
na nossa pratica clinica, dois inibidores da enzima PARP (Olaparibe & Niraparibe).®
As pacientes que apresentam mutacoes em BRCA1 e BRCA2 tém risco relativo de
desenvolver cancer de ovario 40 vezes maior do que o restante da populacédo.'®

Diversos fatores, além do envelhecimento e da hereditariedade, tém sido
relacionados ao CEO. Dentre os fatores de risco ndo genéticos conhecidos para CEO
temos: aumento da idade, nuliparidade, terapia hormonal pés-menopausa e
obesidade. O uso prolongado de anticoncepcionais orais reduz o risco de CEO em
aproximadamente 50% em portadores de mutacdo BRCA1/2.%8 Vale relatar que varias

outras mutacdes em genes como KRAS, RB1, PTEN e PIK3CA podem estar
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associadas e combinadas de maneiras distintas em diferentes casos de CEO.*°

Atualmente, as abordagens diagndsticas para investigacdo dessa doenca
na pratica clinica envolvem o exame pélvico, ultrassonografia, tomografia de abdome
e pelve, além da quantificacdo dos niveis séricos de CA-125.2° Entretanto, o
diagndstico definitivo é confirmado apenas apos cirurgia e exame histopatoldgico. E
importante ressaltar que a dosagem do CA-125 n&o deve ser vista como um marcador
diagndstico, pois pode estar aumentado em outras condicbes neoplasicas e néo
neoplasicas.?°

O estadiamento da doenca € feito de acordo com as recomendacdes da
Federacéao Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO). Os tumores de células
claras (tipo I) sdo aqueles com maior resisténcia a quimioterapia, muito embora 0s
tumores mucinosos também apresentem menor taxa de resposta a regimes contendo
platinas, em comparacéo a tumores papiliferos.?!

Os fatores prognosticos definidos pela correlagdo com a sobrevida, em
geral refletem o estadiamento da doenca ao diagnéstico, o tipo e o grau histolégico e
a performance status (PS) da paciente.?? Em relacdo ao estadiamento, a sobrevida
em cinco anos é de cerca de 95% para os casos de tumores localizados no ovario,
70% para os casos com implantacao regional e, de aproximadamente 30%, para 0s
tumores disseminados. No entanto, no momento do diagndstico, cerca de 20% dos
casos apresentam-se localizados e aproximadamente 70% com disseminagdo a
distancia.?> Além destes fatores pré-tratamento, outros que podem ter impacto
prognostico incluem o tipo de tratamento recebido (qualidade da citorreducao, agentes
utilizados na quimioterapia) e a taxa de resposta ao tratamento, além da toxicidade

induzida por este.?223.24

1.3 Cancer de ovario e a carcinomatose peritoneal

Aproximadamente 60 a 80% das pacientes com CEO sao diagnosticadas
com doenca ja fora do ovéario, sendo o peritdnio o local mais comum.?* Estas pacientes
possuem estadio Ill C e sdo tratadas com protocolos de citorreducédo seguidos de
quimioterapia adjuvante com os farmacos cisplatina e paclitaxel. Sendo o objetivo da
citorreducao remover o0 maximo possivel de lesdes tumorais e quanto menor o volume
tumoral residual apds a cirurgia, melhores séo os resultados. Todavia, para um melhor

entendimento da distribuicdo da doenca dentro do peritdnio, a cavidade abdominal foi
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dividida em 13 regifes, onde cada regido recebe uma pontuacédo de 0-3 (indice de
tamanho tumoral), dependendo do volume de implantes tumorais encontrados em
cada uma destas regides, ao final, obtém-se o indice de carcinomatose peritoneal
(ICP)?. O ICP pode variar de 0-39 e é utilizado, principalmente, para quantificar o
volume de doenca peritoneal e estimar a possibilidade de citorreducéo (Figuras 4, 5,
6 e 7). As regides no abdome sao divididas, jejuno proximal, jejuno distal, ileo distal.
Em central, hipocéndrio direito, epigastrio, hipocondrio esquerdo, franco esquerdo,
fossa iliaca esquerda, pelve, fossa iliaca direita, franco direito, jejuno proximal, jejuno
distal, ileo proximal, ileo distal. O indice tamanho tumoral é classificado como LS
(lesion size = tamanho da lesdo) 0 - quando néao ha leséo; LS1 - quando existe nédulos
até 0,5 cm; LS2 - quando existe nddulos 0,5 - 5,0 cm e LS3 - na presenca de ndédulos
maiores que 5,0 cm ou confluente, conforme a Figura 3. O ICP pode variar 0-39 e é
utilizado principalmente para quantificar o volume de doenca peritoneal e estimar a
possibilidade de citorreducdo nos pacientes com metastase peritoneal.?®

Outro indice utilizado é o indice de citorreducédo (IC) para mensurar a
doenca residual na cavidade abdominal apoés a cirurgia de citorredugéo e possui valor
prognéstico. O indice varia de 0-3 conforme o volume de doenca residual apos a
citorreducao, onde 0 significa auséncia de doenca residual; IC1 - doenca residual até
2,5 mm, IC2 - doenca residual entre 0,25 - 2,5 cm e IC3 -doenca residual maior que
2,5 cm. Entende-se como citorreducdo completa as ressecc¢des ICO. O IC é
fundamental para os pacientes candidatos a HIPEC.(Quimioterapia intraperitoneal

hipertérmica).?’
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FIGURA 4. indice de carcinomatose peritoneal (ICP). Fonte: Sugarbaker, 1995

26



Introdugao

FIGURA 5. Carcinomatose peritoneal envolvendo omento.
Fonte: Agnaldo Lopes da Silva Filho (2018).

FIGURA 6. Carcinomatose peritoneal.
Fonte: Agnaldo Lopes da Silva Filho (2018).

FIGURA 7. Carcinomatose envolvendo o diafragma.
Fonte: Agnaldo Lopes da Silva Filho (2018).

Nos ultimos 10 anos, a quimioterapia neoadjuvante se tornou uma das
abordagens mais aceitas no tratamento da neoplasia de ovario EC Ill e IV. Apos
realizacdo de estudo fase lll, beneficios semelhantes em termos sobrevida global
guando comparados com a cirurgia primaria, seguido de quimioterapia adjuvante
foram verificados. Contudo, as pacientes que atingiram respostas completas
apresentaram recidivas preferencialmente no peritbnio em cinco anos. Estas

pacientes passam a ter um prognastico ruim e tornam se um grande desafio na pratica
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clinica, visto o contexto de alta morbidade e mortalidade da carcinomatose peritoneal.
Além disso, existe uma relativa resisténcia a quimioterapia sistémica.?® Logo, neste
cenério, a terapia de HIPEC e quimioterapia IP (quimioterapia Intraperitoneal
normotérmica) aparecem como mais uma arma no arsenal de tratamento desta
neoplasia, principalmente levando em consideracdo a carcinomatose peritoneal e

serdo descritas nesta tese.

1.4 Tratamento do cancer de ovario

No que diz respeito ao impacto do tratamento das pacientes com CO, ha
diferenca de sobrevida quando se compara pacientes tratadas por ginecologistas com
formacdo em oncologia e aguelas tratadas por cirurgides gerais.??> Assim, a resseccao
cirdrgica maxima representa a principal etapa no tratamento do CO, sendo importante,
em termos prognésticos, mesmo em pacientes com doenca comprometendo o
peritonio.??

Como descrito acima, a maior parte das pacientes com CEO sao
diagnosticadas com doenca localmente avancada ou metastatica (estadiamento Il e
IV, segundo a classificacao da FIGO). Assim, mesmo que a cirurgia citorredutora seja
um componente fundamental para o tratamento inicial, a maioria das pacientes néo
pode ser curada com esta modalidade isoladamente, em decorréncia de implantes
peritoneais residuais micro ou macroscopicos ou metastases a distancia.?*

Sendo o CEO extremamente sensivel a quimioterapia, numerosos agentes
antiblasticos sao utilizados de forma adjuvante e proporcionam respostas objetivas.
Desta forma, a quimioterapia resulta em respostas clinicas completas na maioria das
pacientes com doenca localmente avancada (aproximadamente 75% dos casos).

Os derivados de platina representam atualmente o eixo da quimioterapia
do CEO. Os estudos iniciais empregaram cisplatina em combinacdo com
ciclofosfamida e esta combinacgéo se tornou o padrdo para estudos subsequentes, até
gue um estudo do GOG (Grupo de Ginecologia Oncolégica) mostrou que a
combinacdo de cisplatina e paclitaxel era superior, tanto em sobrevida livre de
progressao (SLP) quanto em sobrevida global (SG).?°

Atualmente, a combinacdo de carboplatina e paclitaxel € considerada a
combinacdo padrdo ouro, ap6s os resultados de dois estudos de nao-inferioridade,

gue demonstraram que a carboplatina tem um perfil de toxicidade mais favoravel que

28



Introducao

a cisplatina com uma eficacia equivalente a esta Ultima.*° De fato, a SLP varia de 16
a 21 meses e a SG de 24 a 60 meses, dependendo do volume de doenca ao inicio da
quimioterapia.3:32

Novos tratamentos farmacolégicos também foram incorporados para o
tratamento CEO recidivado e para o tratamento adjuvante em carater de manutencao.
Agentes direcionados a angiogénese como o0 anticorpo monoclonal, o bevacizumabe,
gue se liga ao fator de crescimento endotelial vascular humano (VEGF) e inibe sua
atividade. Também existe novas estratégias de tratamento como os inibidores da
PARP, que tornam as enzimas PARP incapazes de realizar o reparo do DNA e

conduzem a célula a letalidade sintética.33

1.5 Cisplatina

A cisplatina sera mais especificamente discutida, pois é a droga utilizada
nos principais protocolos de HIPEC, quimioterapia intraperitoneal e foi 0 medicamento
utilizado nos ensaios conduzidos nesta tese. As propriedades da cisplatina (cis-
diaminodicloroplatina (II), cis[Pt (NH3)2Clz] foram descritas no final da década de 60,
por Barnet Rosemberg, que estudava o efeito de campo elétrico em uma coldnia de
bactérias Escherichia coli em crescimento.®® Durante os estudos, foi observado que
as bactérias formavam filamentos alongados pois ndo conseguiam se dividir. A partir
deste achado, estudos foram realizados visando compreender a causa desde fato. Foi
demonstrado que a platina do eletrodo usado no ensaio se dissolvia no meio de cultura
gue continha sais de amoénio, formando espécies complexas de metal, onde ocorria
uma reacédo fotoquimica de troca do ligante CI- por NHz na estrutura da platina e este
composto formado inibia a divisédo celular.®®

O mecanismo de acao da platina tem como alvo o DNA, ligando-se a um
dos atomos de nitrogénio das bases de guanina ou adenina através de uma ligacdo
covalente. Podem ocorrer quatro tipos de ligagOes diferentes da platina ao DNA. O
atomo de platina faz uma ligacdo com o DNA (aduto monofuncional), o &tomo de
platina se liga a duas posi¢cdes no DNA, chamado adutos bifuncionais: na mesma fita
(intrafita), em fitas diferentes (interfita) e ainda pode ocorrer a ligacdo da platina ao
DNA e a histona simultaneamente (intermolecular).®> A ligacdo da platina ao DNA
distorce sua estrutura e interfere no processo de replicacéo e transcricédo, levando a

célula a morte, conforme esquema do mecanismo de acéo da cisplatina na Figura 8.3°
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A cisplatina possui baixa solubilidade em agua e a absorcéo sistémica é
rapida por via endovenosa (EV) e intraperitoneal (IP). A cisplatina € estavel por 24
horas em temperatura ambiente e perde sua estabilidade fisico-quimica em
temperaturas superiores a 35°C.%°

Os principais efeitos colaterais relacionados ao tratamento com cisplatina
sdo nauseas e vOmitos de forte intensidade, nefrotoxicidade, mielossupressao,

ototoxicidade, alopécia, azoospermia e esterilidade.3®
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FIGURA 8. Mecanismo de a¢éo da cisplatina e paclitaxel. A) A cisplatina forma adutos no DNA sendo
o crosslink mais abundante o do tipo 1,2-Pt-d (GpG).
Fonte: Adaptado de WANG & ZHU (2018).

No entanto, a despeito do nimero expressivo de pacientes que respondem
ao tratamento inicial, a maioria delas sofrera uma recaida dentro de dois anos com
resisténcia a platina. A sobrevida média apés a recidiva é de aproximadamente dois
anos.3® Assim, um problema consideravel no tratamento do CO é avaliacédo
progndstica das pacientes e conducao das pacientes que recaem ap0s quimioterapia
baseada em platina. Tumores que responderam a um esquema baseado em platina,
podem voltar a fazé-lo em um segundo ou terceiro tratamento, reutilizando a platina.3’
A probabilidade de resposta € intimamente relacionada ao intervalo livre de tratamento
(tempo decorrido entre a realizacdo da quimioterapia e a documentacdo da
progressdo da doenca). Desta forma, as pacientes séo classificadas em platino

sensiveis (intervalo > 6 meses) ou platino resistentes (intervalo < 6 meses).36
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Apods a exposicdo das células a cisplatina e consequente interacdo da
droga com o DNA, diversas vias de sinalizacdo podem ser desencadeadas como
resposta ao dano. A pausa da célula nos pontos de checagem do ciclo celular pode
ser desencadeada normalmente para tentativa de reparo do DNA, mas caso a
extensdo dos danos seja muito grave a célula ativa as vias de apoptose, levando a
morte celular.®> A ativacdo da apoptose se da por intermédio da proteina supressora
de tumor p53, que por sua vez € ativada por proteinas quinases, em resposta aos
danos causados pela cisplatina. Além disso, a cisplatina pode levar a morte celular
por aumentar o estresse oxidativo ou desregular a homeostase do célcio.3®

Contudo, a resisténcia das células tumorais a cisplatina se apresenta como
um efeito recorrente no tratamento contra diversos tipos de cancer.?” A resisténcia
pode ser intrinseca, quando a paciente ja apresenta resisténcia e o tratamento inicial
ndo sera efetivo nessas células®®, ou adquirida, por exposicéo a droga ao longo do
tratamento, resultando na diminui¢do da sua eficiéncia. A resisténcia a cisplatina, por
ser um problema grave no tratamento de diversos tipos de céncer, tem sido
amplamente estudada e foi descrita como tendo aspecto multifatorial. Os mecanismos
moleculares que caracterizam a resisténcia a cisplatina incluem diminuicao no influxo
da droga para o meio intracelular, aumento no efluxo da droga para fora da célula,
diminuicdo da toxicidade da cisplatina por conjugacdo a moléculas contendo tiol,
aumento no reparo ao dano no DNA causado pela cisplatina e mudangas nas vias de
sinalizac&o para evitar apoptose ou outros tipos de morte celular. Esses mecanismos
podem atuar sozinhos ou combinados para caracterizar resisténcia do tumor a
cisplatina, evitando a apoptose e permitindo a continua proliferacdo das células

tumorais.38

1.5.1 Mecanismos de resisténcia tumoral a cisplatina

1.5.1.1 Influxo/efluxo de cisplatina

A diminuicdo da concentracdo intracelular de cisplatina € um dos fatores
gue levam a resisténcia e pode ser observado em linhagens celulares resistentes a
cisplatina.®® A diferenca entre influxo/efluxo de cisplatina pode ser causada tanto pela
menor absor¢cao da droga pela célula como pela maior remocao da droga de dentro

da célula. A cisplatina pode entrar na célula por transporte passivo ou por meio de
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transportadores, como os transportadores de homeostase de cobre CTR1 e CTR2%,
assim como ser removida do meio intracelular por acdo de transportadores como
ATOX1, ATP7A e ATP7B. O aumento da expressdo do transportador ATP7B, por
exemplo, ja foi correlacionado com resisténcia a cisplatina em cancer de pulméo de

células nédo pequenas.®®

1.5.1.2 Detoxificacao

A cisplatina no plasma sanguineo se apresenta principalmente em sua
forma inativa por estar presente em um ambiente com alta concentracdo de cloretos.
Contudo, dentro da célula essa concentracdo diminui, fazendo com que a molécula de
cisplatina dissocie seus ions de cloro, que séo substituidos por moléculas de agua.
Nessa forma, a cisplatina é reativa e, caso chegue ao nucleo, ira interagir com o DNA.
Um dos mecanismos de resisténcia celular a cisplatina € a diminuicdo da sua
citotoxicidade pela interacdo com moléculas contendo grupos tidis no citoplasma. A
cisplatina tem alta afinidade e pode interagir com glutationa e metalotioneina,

diminuindo sua concentracéo reativa e citotdxica intracelularmente.3®

1.5.1.3 Reparo a danos no DNA

A citotoxicidade da cisplatina se da por meio da formacao de adutos com o
DNA, os quais desencadeiam uma série de vias de sinalizacéo que culminam na morte
celular. Contudo, o reparo ao dano causado pela cisplatina no DNA pode ser reparado,
evitando a perpetuacdo do sinal e criando resisténcia ao efeito causado pela
cisplatina. O reparo por excisdo de nucleotideos é o principal responsavel pela
remocao do dano causado pela cisplatina, pois repara as interacbes que causam
mudancas na estrutura do DNA e consequente inibicdo da transcri¢éo e replicagdo.*°
O reparo de erro de pareamento também é um dos mecanismos que pode ser utilizado
para o desenvolvimento de resisténcia, no qual o pareamento incorreto da base
nucleotidica com a molécula de cisplatina é reconhecido e corrigido. O reparo de
guebra de fita dupla atua em um estado de dano ao DNA mais avancado, o qual pode
ser realizado pela recombinagdo homologa ou ndo homoéloga das fitas do DNA. Dessa
forma, qualquer reconhecimento de dano ao DNA pode desencadear o recrutamento

de uma gama de proteinas que por sua vez, podem reverter o dano causado pela
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cisplatina, sendo o ERCC1 gene um exemplo de gene que codificam proteinas

reonsaveis pelo reparo do DNA.4!

1.5.1.3 Sinalizacdo da apoptose

O mecanismo final de resisténcia a cisplatina € a inibicdo da via de
sinalizacdo da apoptose em si, independentemente do dano causado ao DNA. A
proteina supressora de tumor p53 tem papel importante nesta via. A supresséo dessa
proteina causa diminuicdo da expressdo de diversos genes pro-apoptoéticos,
resultando em um carater resistente a cisplatina em varios tipos de cancer, incluindo
cancer de pulméo de células ndo-pequenas.*! A cisplatina desencadeia uma resposta
por meio proteina-quinases ativadas por mitbgenos (MAPKs), como a proteina
quinase c-Jun N-terminal ativada por estresse (SAPK/JNK) e p38 quinases. Essas
vias podem ser ativadas por diversas outras proteinas, que podem ter a inibicdo da

apoptose como resultado final e, consequentemente, a resisténcia a cisplatina.*!

1.6 Quimioterapia intraperitoneal (QT IP)

A quimioterapia intraperitoneal (QT IP) consiste na administracdo de
guimioterapia dentro da cavidade peritoneal (Figura 9). O principal beneficio vem da
baixa absorcdo sistémica de drogas através da barreira hemato-peritoneal. Esta
terapia permite que altas concentragcdes do medicamento, no caso a cisplatina, possa
estar em contato direto com tumores microscépicos ou células circulantes em liquido
ascitico.*? Neste contexto, trés grandes estudos randomizados mostraram respostas
melhores para entrega de quimioterapia intraperitoneal e uma meta-analise de todos
os estudos relatou beneficio claro para pacientes que receberam, pelo menos, parte
sua terapia pela via IP.*3

Atualmente, a combinacdo de quimioterapia IP e intravenosa (IV) tem
demonstrado beneficio em ganho de sobrevida e foi observado um aumento
significativo na sobrevida global das pacientes que receberam quimioterapia
intraperitoneal (IP) dos 49 aos 66 meses (protocolo do Gynecology Oncology Group -
GOG 172)*® comparada a quimioterapia intravenosa experimental para o CEO
Contudo, apesar da extensa mediana de sobrevida de 16 meses no grupo IP/IV, a

taxa de recorréncia foi de 65% no periodo do estudo. Além de questdes relacionadas
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ao desenho destes estudos e das complicacbes frente a infeccdo dos cateteres
peritoneais, infeccbes de maneira geral e logisticas (centros especializados)
impediram que este tratamento fosse amplamente adotado na pratica clinica.

Logo, novas abordagens terapéuticas na tentativa de melhorar a atividade
da cisplatina foi idealizada. Desta forma, um novo racional foi proposto com a
hipertermia, a quimioterapia intraperitoneal com hipertermia (HIPEC), onde o objetivo

é utilizar a quimioterapia aquecida (cisplatina) para melhorar os resultados.**

A B

FIGURA 9. Quimioterapia Intraperitoneal. Fechamento de cavidade (A). Catéter intraperitoneal (B).
Cirurgia citorredutora (C). Infusdo de quimioterapia (D).
Fonte: Agnaldo Lopes da Silva Filho (2018).

1.7 HIPEC (Quimioterapia Hipertérmica Intraperitoneal) como
modalidade de tratamento na doenca peritoneal

HIPEC consiste na quimioterapia intraperitoneal com hipertermia,
introduzida pela primeira vez como método de tratamento peritoneal de metastases
de cancer de colorretal. E atualmente o padréo de tratamento de neoplasias epiteliais

apendiculares, pseudomixoma peritoneal e mesotelioma peritoneal maligno difuso.**
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O método evoluiu como um tratamento de metastases peritoneais em geral.*®> A
estratégia de utilizar a hipertermia na faixa de temperatura de 41 a 43°C tem como
principio que o calor possa aumentar a penetracdo de drogas em doenca
microscopica, fator considerado limitante da eficacia da QT IP. Além disso, esta
técnica permite que maiores concentracdes dos agentes citotdéxicos cheguem aos
tecidos quando comparada com a via sistémica, proporcionando uma menor absorcéo
sistémica da quimioterapia e impedindo os mecanismos de reparo do DNA da célula
tumoral.*®

HIPEC é administrada logo apds a citorreducao por uma técnica aberta ou
fechada.*® Na técnica aberta, a parede abdominal é levantada ao redor do local da
incisdo criando um reservatorio aberto. Esta técnica aberta tem a vantagem de
controle, uma vez que os cirurgides podem monitorar o procedimento e assegurar uma
circulacdo adequada do medicamento.*® Na técnica fechada, os tubos inseridos nas
incisbes abdominais direcionam o fluxo da solucédo de quimioterapia aquecida (figura
10). A técnica fechada permite a administracdo da quimioterapia aquecida de forma
continua, utilizando reservatério com filtro, duas bombas, um permutador de calor,
cateteres de silicone para entrada e saida do abdome, um termostato e tubos
interconectados.*® O procedimento dura em torno de duas a trés horas, porém existem
estudos com variacdo de temperaturas e tempo de duragdo.*® Em duas revisdes
sistematicas da literatura sobre HIPEC, foi evidenciado uma morbidade de 40% e
mortalidade de 10%.% O HIPEC fechado também pode ser combinado com
laparoscopia.*® Contudo, ressalta-se que HIPEC é raramente considerada sem
citorreducao completa prévia, uma vez que a que citorreducdo incompleta diminui a

eficacia do tratamento e do beneficio de ganho de sobrevida global.4”49
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FIGURA 10. Procedimento de HIPEC. HIPEC fechada A). Maquina de HIPEC evidenciando
temperatura a 41°C (B). Estrutura montada para procedimento no centro cirargico (C).
Fonte: Agnaldo Lopes da Silva Filho (2018).

O HIPEC difere do tratamento de QT IP no poés-operatério, pois é um
tratamento Unico de quimioterapia intra-operatdério no momento da cirurgia
citorredutora, evitando implantes de dispositivo de acesso peritoneal (cateter).8

Vérios estudos com drogas, temperaturas e resultados diferentes foram
publicados sem mostrar os ganhos de sobrevida e com varias criticas de metodologia.
Entretanto, em 2018, um estudo holandés randomizado de fase Ill foi publicado no
New England Journal of Medicine, denominado Ovhipec, evidenciou ganho de
sobrevida.®°

O estudo holandés denominado Ovhipec e avaliou 245 pacientes com CEO
no estadio Il com doencga, pelo menos estavel, apds trés ciclos de quimioterapia
neoadjuvante com carboplatina e paclitaxel. A seguir, foram submetidos a cirurgia
citorredutora de intervalo. As pacientes com citorreducdo completa ou 6tima foram
randomizados aleatoriamente em dois bracos com ou sem HIPEC e, ap0s esta etapa,
receberam trés ciclos adicionais de quimioterapia com carboplatina e paclitaxel em
ambos os bracos do estudo. A andlise dos dados foi feita em um seguimento mediano
de 4,7 anos e mostrou que as pacientes que receberam HIPEC obtivem ganho de
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sobrevida livre de recorréncia de 14,2 meses versus 10,7 meses (HR 0,66 com p
=0003) e beneficio de ganho de sobrevida global (45,7 meses versus 33,9 meses; HR
0,67; IC 95% p=002), sendo que a porcentagem que tiveram efeitos adversos grau 3
e 4 foram semelhantes nos dois grupos.®°

O estudo OVhipec utilizou cisplatina (100 mg/m? com fluxo de 1 I/min), 50%
da dose perfundida inicialmente, 25% em 30 minutos e 25% em 60 minutos,
totalizando 90 minutos por técnica fechada. As pacientes do grupo da HIPEC foram
encaminhadas para o CTI. Os dados do estudo também mostraram que, com relacao
a qualidade de vida, ndo houve diferencas entre os dois grupos, porém a taxa de
ielostomia e colostomia foi maior no grupo da HIPEC (72 versus 43%, p=0,04) e maior
taxa de infeccdo (18% versus 11%). No entanto, ndo houve diferenca do ponto de
vista estatistico no tempo mediano de internacao (10 dias versus 8 dias). Em relagcéo
as pacientes que conseguiram completar todo o tratamento com mais trés ciclos de
guimioterapia pés-operatorio, também ndo foram observadas diferencas ente os dois
grupos (90% versus 94%).>°

Contudo, apesar de ser um estudo randomizado, varias questdes ainda
estdo sem resposta em relacdo a HIPEC, ainda mais, em um cenario de tratamento
do CEO em evolucdo e tendo novos medicamentos e estudos clinicos sendo
realizados. Atualmente, temos os inibidores da PARP (inibidores de poli (ADP ribose)
polimerase (PARPI) que demonstram ganhos importantes no tratamento de primeira
linha e manutencdo com bases nos estudos clinicos SOLO 1, PRIMA e PAOLA 1.5%:52
Tendo em vista estes recentes estudos validando novas drogas com excelentes

respostas, € necessario entender se ha ganhos com a utilizacdo da HIPEC.

1.8 O papel das Proteinas de Choque Térmico na carcinogénese

As proteinas de choque térmico (heat shock proteins - HSP) sédo proteinas
conservadas ao longo da evolugdo, cuja expressdo celular € induzida em variadas
situacOes de estresse para a célula. Foram descobertas 1962 como um conjunto de
proteinas encontradas em eucariotas e procariotas, induzidas por hipertermia e outras
injurias celulares.>® Desde sua descricdo em 1962 por Ritossa et al. em células de
glandulas salivares de Drosophila busckii, foi demonstrada que a sujeicdo das larvas
deste inseto a um choque térmico por 30 minutos, determinava uma alteracdo do

padrdo de espessamento cromossomal. Como esses espessamentos sdo locais de
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intensa atividade transcricional, a mudanca de padrdo evidenciava que o choque
térmico havia ativado um conjunto de genes. Estes genes determinavam a expressao
de um grupo especifico de proteinas e também demonstraram que a variacdo no
padrdo de espessamento cromossomal ocorria quando a temperatura atingia
rapidamente um valor limiar determinado, € ndo em resposta a qualquer variacéao
brusca de temperatura de amplitude.>* Logo, o termo proteina de choque térmico
(HSP) tem sido usado para as proteinas induzidas pelo calor.> Estas proteinas séo
classificadas de acordo com seu peso molecular: HSP90, HSP10, HSP60, dentre
outras, e tem efeitos altamente citoprotetores, comportando-se como chaperonas
moleculares para outras proteinas. Todas as acfes estéo voltadas, em ultima analise,
para o restabelecimento da homeostase apés estresse.>

Algumas destas proteinas sdo expressas em situacdo de normalidade e
sdo constitutivamente abundantes em células normais. Outras se tornam
hiperexpressas mediante estresse. Sua expressao € constitutiva ou induzida por
varios fatores fisiolégicos, ambientais e patolégicos tais como estresse térmico,
hipdxia, inflamacao, agentes toxicos, metais pesados e o cancer. Em resposta a estes
fatores, os membros das HSP sado principalmente regulados por um processo
chamado “resposta ao choque térmico” que envolve o fator 1 do choque térmico
(HSF1).58 A transcricdo do gene HSP é regulada pelo fator do choque (HSF) que
assegura a ativacdo transcricional durante o estresse celular e desativa apos sua
recuperacdo. Em contraste, o HSF1 parece manter-se constitutivamente ativo em
células malignas indicando a presenca de estresse proteotdxico crénico.>’

Foi evidenciado que o HSF se separa das HSP, forma um trimero que entra
no nucleo e liga-se ao elemento do choque térmico (HSE), regido promotora das HSP.
Quando ocorre a ligacdo entre o HSF1 e o HSE, da-se a transcricdo de genes que
codificam as trés principais familias HSP induzidas pelo estresse associadas ao
cancer (HSP70, HSP27 e HSP90) como demonstrado no desenho esquematico da
Figura 11.58
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FIGURA 11. Esquema de traducéo das proteinas de choque térmico (HSP) a partir do fator do choque
térmico (HSF).
Fonte: Adaptado de Kregel, 2020.

A evidéncia acumulada sugeriu a contribuicio do HSF1 para a
carcinogénese e foi demonstrado que uma vez ocorrido 0 estresse celular, estas
proteinas funcionam como chaperonas de outras proteinas e modulam diretamente
as vias de sinalizacdo de apoptose. As proteinas de choque térmico agem em
multiplos pontos da cascata de apoptose para garantir que o dano induzido pelo
estresse ndo “dispare”, de forma inapropriada, a cascata celular de apoptose.®®

Foi demonstrado que as HSP desempenham papel duplo na apoptose,
promovendo ou neutralizando a morte celular. As HSP ativam mediadores
apoptéticos, como a pro-caspase 3 e, inversamente, ligam e inibem varias moléculas
em diferentes niveis na via apoptética.>® Entre os eventos anti-apoptéticos esta o
bloqueio da liberagéo do citocromo C, além de antagonizar as capases 3 e 9.%°

O envolvimento das proteinas de choque térmico no desenvolvimento e
progressdo do cancer é um assunto extremamente estudado e debatido. Seu papel
na carcinogénese ocorre em virtude de suas funcdes anti-apoptéticas e muitos

estudos ja observaram a hiperexpressao destas proteinas em tumores malignos de
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varios sitios.>® Em contraste com as células normais que ndo sofrem qualquer
transformacdo, a expressdo das proteinas de choque térmico estd anormalmente
elevada em células ou tecidos de varios tipos de tumores malignos.

Dados atuais mostram que alguns tipos de proteinas de choque térmico
tém um papel fundamental como facilitador da transformacé&o maligna, progresséo do
tumor e sobrevida do mesmo.® Foi evidenciado que as HSP acompanham varios
oncogenes, incluindo o gene P53, impedindo sua degradacdo. Isso evita a via
apoptética classica e resulta na sobrevivéncia das células cancerigenas. A
contribuicédo das proteinas de choque térmico para a tumorigénese pode ser atribuida
as suas atividades pleiotropicas, como chaperonas moleculares que proporcionam a
célula cancerosa uma oportunidade para alterar atividades de outras proteinas, em
particular, as componentes do ciclo celular (quinases e outras proteinas que
influenciam crescimento celular tumoral) e apoptose.®°

Por outro lado, as proteinas de choque térmico também tém localizac&o
extracelular, algumas ligadas a membrana plasmatica com funcdo imunogénica,
apresentando antigenos para as células apresentadoras de antigenos, o que aumenta
o desenvolvimento de imunidade anti-tumoral.’® E sabido também que niveis
aumentados de certas HSP estéo relacionados com resisténcia a medicamentos em
alguns tipos de tumores e inclusive no cancer de ovario.’° Devido a sua
hiperexpressdo e fungdo nas células tumorais, estas proteinas vém sendo
extensamente estudadas como alvo terapéutico. Muitos autores também estudaram o
uso de proteinas de choque térmico para o diagndstico precoce, como marcadores

preditivos de resposta e no seguimento de varios tumores malignos.®°

1.8.1 Proteinas de choque térmico e cancer de ovario: Relacdo com

prognostico e resisténcia ao tratamento

Com relacdo ao CEO, ja foi constatado que os niveis de expressao tecidual
de alguns dos genes HSP e suas respectivas proteinas tém implicacao no prognostico
das pacientes, bem como uma relagdo com resisténcia a platina.®* Diante de dados
levantados por estudos até o momento, as proteinas de choque térmico que exercem
maior influéncia no cancer de ovario sdo HSPB1 (HSP27), HSPD1 (HSP60) e a
TRAP1 (HSP90).5t 62
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HSPB1 (HSP27)

A HSPB1 esté localizada principalmente no citosol das células no cancer
de ovario, dados da literatura indicam o envolvimento na patogénese deste tumor e
resisténcia terapéutica.® A HSP27 é uma proteina envolvida na proliferacdo e
diferenciacao celular, apoptose e metastase de muitos tumores. A sua desregulacéo
estd associada com agressividade do tumor, pior prognostico e resisténcia a
quimioterapia.®*

Yasuda et al. (2017) evidenciaram em seus estudos que o gene HSPB1,
em resposta ao estresse, € expresso preferencialmente em células malignas e podem
ser induzidos por ativacao constitutiva do HSF1 na forma fosforiladas. Neste estudo,
o HSF1 foi ativado por fosforilagdo do residuo da serina 326 (Ser 326) em células
iniciadoras do céancer. Esta fosforilagdo especifica foi essencial para transcricdo da
HSP27. Também foi observado que os niveis da expressdo da HSP27 aumentaram
para as amostras fosforiladas e diminuiram para as nao fosforiladas. Estudo recentes
demonstraram que o mTOR tem papel importante na regulagéo e resposta ao estresse
e na fosforilacdo do HSF1 em serina 326. Dessa forma, o mTOR ativado ao fosforilar
0 HSF1 (Ser 326), pode induzir a expressao da HSP27. A HSP27 esta envolvida em
multiplas vias de sinalizacdo que sdo importantes para o processo da carcinogénese,
entre elas a via do p53 que é implicada na supressao tumoral e a via NF-KB (fator
nuclear Kappa B) envolvida na progressdo tumoral e metdstase. A expressdo da
HSP27 suprime a via P53, inibindo acumulo de P21, podendo levar as células
malighas a evadirem-se da senescéncia e desenvolvem tumores. Ja a via da NFkB,
ao ser regulada pela HSP27, poderia tornar as células tumorais resistentes a
apoptose, além disso varias fungdes importantes das proteinas podem ser
remodeladas pela HSP27 para sobrevivéncia destas células tumorais.®®

A expresséo desta proteina no CO ja foi estudada, no entanto os dados séo
conflitantes. El Strand et al. (1996) mostraram que ha associacao entre expressao de
HSPBL1 e tumores de alto grau, realizada por meio de imunohistoquimica, a partir de
células malignas em liquido ascitico, tumores primarios e metastases.®® Langdom et
al. (1995) encontraram resultados semelhantes, utilizando a técnica ELISA, em
tumores primarios e linhagens celulares.®” A resposta imunolégica a HSPB1 também
estd aumentada nas mulheres com CO e outros tumores ginecolégicos e alguns
estudos sugerem a utilizacdo de concentragcbes de anticorpos anti-HSPB1 para

diagnostico precoce de recaida ou progressédo da doenca.®?
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Apesar de alguns autores mostrarem uma associacdo da HSPB1 com
estadiamento precoce da doenca e maior sobrevida dos pacientes, a maior parte dos
estudos sugere uma associacdo entre hiperexpressdao de HSPB1 e um pior
prognostico.®® Um destes estudos, realizado por Geisler e colaboradores (2004)
avaliou a expressdo de HSPB1 por imunohistoguimica em amostras obtidas de
tumores ovarianos, concluiu que a hiperexpressdo da proteina € um fator
independente de prognéstico, mesmo depois de 60 meses de seguimento das
pacientes.”®

No que diz respeito a relacdo da HSPB1 com resisténcia do tumor de ovario
a platina, parece haver uma correlacdo positiva entre a expressao de HSPB1 e
resisténcia a quimioterapia. Schneider et al. (1998), utilizando imunohistoquimica em
amostras de tumor de ovario, demonstraram que h& coexpressédo de HSPB1 e MDR1
(gene de resisténcia a multiplas drogas).’* Estudos clinicos como o GOG 111 OV-10,
demonstraram que quimioterapia com cisplatina e paclitaxel era superior ao esquema
com cisplatina e ciclofosfamida.”? Os resultados favoraveis ao esquema com cisplatina
e paclitaxel foram atribuidos a capacidade do paclitaxel em suprimir a HSP27.72 Este
mesmo grupo de pesquisador também demostrou um papel importante da HSP27 na
regulacéo e disposicdo da tubulina, especialmente na fase G2 da mitose do ciclo
celular.”

Ha estudos mostrando que o aumento da expressao da HSPB1 esta
associado a progresséo e agressividade do tumor ovario.”* Foi evidenciado niveis de
RNAmM e de proteina claramente elevados em pacientes CEO com metastase

peritoneal em comparacédo com pacientes sem metastase peritoneal.”

HSPD1 (HSP60)

O gene HSPD1 é expresso constitutivamente na maioria das células e seu
transcrito HSP60 é regulada por outra chaperona, chamada HSP10. Ambas estédo
localizadas na mitocéndria. Foi demonstrado que HSP60 regula o ciclo celular e
apoptose por mecanismo mediado pelo gene P53.”4 Também foi relatado que o
transcrito do gene HSP60 existe em diferentes compartimentos celulares, incluindo o
citosol e o nlicleo bem como no ambiente extracelular.”

A expressdo de HSP10 varia muito entre as pacientes com CO e sua
hiperexpressdo em pacientes tratados com platina parece conferir um pior

prognéstico. Kimura et al. (1993) sugerem um papel para esta proteina na resisténcia
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a platina e hipertermia e correlacionam uma piora na sobrevida com o aumento da
expressao da proteina. Um estudo realizado em culturas de células de cabeca e
pescoco mostrou uma correlacdo entre niveis de RNA mensageiro de HSP60 e
resisténcia a platina.”

Os estudos iniciais que avaliaram o HSP60 em pacientes com CO
revelaram niveis detectaveis e variaveis de RNA mensageiro do HSP60 nos tecidos
de carcinoma ovariano. Estudos in vitro com células de carcinoma de ovéario A2780
que foram selecionadas para resisténcia a cisplatina ou oxaliplatina, demostraram
uma implicacdo da hiperexpresséo do gene HSPD1 e seu transcrito com a resisténcia
a estas drogas. Estudos mais recentes demonstraram diminuicdo da sobrevida global
em pacientes com CO de ovario que expressam altos niveis de HSP60 sugerindo um
potencial biomarcador prognéstico.’

Em relacéo a cooperacéao entre os transcritos HSP60 e HSP10, em termos
de formacdo de um complexo molecular funcional, ficou demonstrado que o HSP10
pode modular a resposta imune em pacientes com neoplasia de ovario avancada.
Sendo este achado evidenciado quando se detectou em liquido ascitico e soro de
pacientes com cancer de ovario, que o HSP10 suprime a expressao da cadeia zeta
transdutora de sinal associada ao receptor de células T (TCR) (CD3-zeta) levando a
uma resposta imunoldgica diminuida das células T e, finalmente, disfungdo das

células T mediada pelo tumor.”

TRAP 1 (HSP9OL)

A TRAP1 (receptor de fator de necrose tumoral associado a proteina
1) é uma proteina de choque térmico de 75-kd, com fungBes antiapoptoticas e
antioxidantes, componente da via mitocondrial da apoptose. Estas proteinas residem
em diferentes organelas celulares, incluindo o reticulo endoplasmatico, mitocéndrias
e citosol.”> Dados preliminares sugerem que TRAP1 pode ser um biomarcador
valioso no CO. Na verdade, os niveis desta proteina séo significativamente superior
em linhagens de células de tumores ovarianos e em tumores ovarianos resistentes a
platina. Ainda existem poucos dados sobre a relacédo desta proteina e progndstico das
pacientes com CO.7®

O TRAPL1 foi fortemente expresso em células tumorais, como mama, colén,
pancreas e pulmdes, enquanto a expressao basal foi detectada nas células normais

correspondentes.’®
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HSP1A, HSP1L (HSP70)

AS HSP70 compdem uma grande familia de proteinas comumente
associadas ao inicio e duracdo da tolerancia térmica. Estas proteinas atuam na
montagem, transporte e regulacdo de outras proteinas através de sua interacdo com
segmentos peptideos hidrofobicos das proteinas em um processo regulado por ATP.
Apresenta um importante papel na manutencéo da viabilidade celular, uma vez que
inibe a apoptose.’’

Na resposta ao estresse, elas influenciam o dobramento de proteinas
orientando renaturacédo e prevenindo a agregacao proteica por meio da interacdo com
as partes hidrofobicas expostas da proteina alvo. Este mecanismo de dobramento é
realizado em ciclos de ligagéo e liberacdo do substrato, que s&o acelerados pela
hidrélise do ATP e modulados por co-chaperonas que interagem com HSP70 e
regulam a atividade da ATPase.’®

O aumento da expressdo HSP70 pode prevenir a apoptose induzida pelo
estresse, através da inibicdo do processamento das pro-caspases 9 e 3. Os estudos
tém mostrado que a HSP70 também atua na via apoptotica intrinseca por meio da
prevencao da perda do potencial da membrana mitocondrial externa, o que impede a
liberacdo de citocromo C. J& foi comprovado que a HSP70 também atua na via
apoptética extrinseca, inibindo as moleculares sinalizadoras secundarias que estéo
envolvidas na cascata desencadeada pela ativacdo dos receptores de mortes

presentes na membrana celular.”

1.9 Everolimus: inibidor da via do m-TOR

A via do mTOR foi caracterizada na década de 90 ao ser estabelicida como
alvo celular da rapamicina, composto incialmente empregado como antifangico. O
mMTOR é uma serina treonina cinase relacionadas a via PI3K sendo filogeneticamente
conservado ao longo da evolucdo. Sua funcdo é de uma proteina efetora da via de
sinalizacéo de PI3K a qual regula processos de crescimento, proliferacéo, sintese de
proteinas e sobrevivéncia celular.8°

O mTOR € um composto catalitico de dois conjuntos multiproteicos
funcionalmente e estruturalmente distintos, o complexo mTOR1 (mMTORC 1) e o

complexo 2 de mTOR (MTORC2). O mTORL1 sensivel a rapamicina consiste em
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MTOR, raptor e mLST8. Trabalhos recentes revelam que o PRAS40 e Deptot sédo
componentes bem como substrato de mMTORC1. O mTORC2 contém mTOR, Rictor,
MSIN1, mLST8 e o Deptor. O mTORC2 néo € inibido diretamente pela rapamicina.!

Os fatores de crescimento regulam a atividade de mTORCL1 por meio da via
PISK/AKT ou da via RAS/MAPK, o qual converge no complexo heterodimérico da
esclerose tuberosa (TSC1-TSC2). Foi caracterizado que a sinalizacao hiperativa de
MTORC1 aumenta a sintese de proteinas e a deteccao disfuncional de nutrientes
desafiam a integridade da homeotase proteica.??

O bloqueio da via de PI3K/AKt/mTOR ja é realizado na pratica clinica através
de alguns agentes, como o everolimus, o qual faz parte do arsenal terapéutico de
controle do céncer, sendo utilizado em diversos tumores, tais como céncer renal,
tumor neuroendocrino do pancreas e cancer de mama.?? O everolimus é um anéalogo
da rapamicina, cujo o mecanismo de acao leva a inibicdo da via do mTOR. Desta
forma, assim como a rapamicina, 0 everolimus se associa ao receptor intracelular
FK506 binding protein 12 (FKBP12) e forma um complexo que interage com o
dominio FRB de mTOR em mecanismo alostérico de inibicdo da cinase. Estudos tém

demonstrado a capacidade desta droga em inibir TORC2.83
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Justificativa do Estudo

Atualmente, ha um grande interesse clinico em novas abordagens
terapéuticas para o CEO, tendo em vista o contexto de uma doencga muito agressiva
e silenciosa. Na maioria dos casos, diagnosticada como doenca localmente avangada.
E mesmo com todo o arsenal terapéutico disponivel no momento, ainda nao
conseguimos aumentar as taxas de cura, pois estas pacientes recidivam em 18
meses.

Logo, novas terapéuticas sdo necessarias e muito bem-vindas, dentre elas
a QT IP e a HIPEC, frente a um cenéario de uma doenca primaria ou metastatica.
Contudo, é importante ressaltar que muitas perguntas ainda ndo foram respondidas
tais como: qual a melhor droga utilizada na HIPEC? Qual o melhor protocolo de
infusdo? Quais pacientes sao candidatas a estes procedimentos? Existe algum perfil
molecular que possa predizer a resposta a esse tipo de tratamento? E possivel
melhorar os resultados da HIPEC?

Neste contexto, o papel das HSP precisa ser melhor entendido no CEO ja
gue existe um racional entre exposicdo ao calor e producdo de proteinas do choque
térmico. Neste sentido, os desenhos dos estudos de terapéutica oncolégica, envolvem
cada vez mais a biologia molecular para estabelecer multiplas vias de ataque ao tumor
e abordagem terapéutica. A avaliacdo de possiveis marcadores progndéstico e
preditivos tornaram-se cada vez mais uma necessidade.

Sendo assim, as HSP sao alvos promissores para desenvolvimento e
testagem de novos agentes antineoplasicos. Os estudos ja realizados na area, ainda
sao preliminares no que diz respeito ao entendimento dos mecanismos de resisténcia
mediados por estas proteinas e 0 que elas representam na avaliagdo progndéstica das
pacientes com CEO. Como ja foi explicitado, o CEO, do ponto de vista molecular, é
uma doenca extremamente heterogénea.

Diante deste fato, o aumento na sobrevida livre de recaida e da sobrevida
global sédo desfechos clinicos desejados e podem ser alcancados a medida que o
entendimento das vias de sinalizacdo de apoptose e das vias de sinalizacdo das
proteinas do choque térmico, em relacdo as novas técnicas de tratamento oncologico,
sejam melhor compreendidas.

A despeito dos poucos estudos existentes sobre as relagdes do CEO e as
HSP, QT IP, HIPEC, bem como a dificuldade logistica para esta avaliacdo em estudos

clinicos, foi proposto uma avaliacdo experimental in vitro visando responder algumas
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destas perguntas, além de abrir uma diretriz para uma avaliacdo futura nos estudos
clinicos. Os genes responsaveis pela traducdo das HSP, selecionados para esta
pesquisa, estao relacionados ao prognostico e/ou preditivo relevantes ja estudados
em CEO.

Esta pesquisa in vitro proporcionard maior conhecimento sobre aspectos
genético-moleculares do CEO, em relacdo ao papel das HSP, e representa um
importante passo para o desenvolvimento de um estudo clinico que comprove 0s
achados. A proposta de um estudo translacional com este perfil € aumentar o
conhecimento das vias de sinalizagcdo relacionadas a exposi¢cao ao calor, utilizando
uma metodologia mais sensivel (PCR quantitativa em tempo real - qPCR) e
estabelecendo um elo entre o conhecimento gerado pela pesquisa translacional de
bancada para a prética clinica.

Na tentativa de entender melhor a doenca em questao, individualizar os
tratamentos e responder algumas questdes em relacdo as proteinas do choque

térmico e cancer de ovéario, algumas hip6teses foram propostas neste estudo:

Hipotese 1: Quimioterapia hipertérmica (HIPEC) é superior a quimioterapia
normotérmica.

Hipdtese 2: O emprego da salina aquecida (hipertérmica) de forma isolada
ndo difere da quimioterapia hipertérmica.

Hipotese 3: A hipertermia pode alterar a expressao dos genes das HSP.

Hipotese 4: O uso do inibidor do mTOR com everolimus pode melhorar os

resultados da quimioterapia hipertérmica.
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Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Avaliar, em um ensaio in vitro, se quimioterapia hipertérmica é superior a

guimioterapia normotérmica em relacdo a sobrevivéncia celular em diferentes

linhagens de células de cancer de ovario.

3.20bjetivos especificos

e Cultivar linhagens celulares de céancer de ovario TOV-21G
(adenocarcinoma de células claras Grau lll), SKOV-3 (adenocarcinoma de metastase
peritoneal resistentes a platina) e OV-90 (adenocarcinoma serosos de alto grau,
derivado de liquido ascitico) para realizacdo dos ensaios.

e Realizar ensaios de citotoxicidade, utilizando o método MTT (brometo
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) para calcular o valor do ICso
(concentracdo capaz de inibir o crescimento de 50% das células) e
consequentemente a taxa de sobrevida das linhagens de células de ovario com
cisplatina aquecida e ndo aquecida.

e Avaliar a capacidade reprodutiva de uma Unica célula (capacidade de
formar coldnias) apos os tratamentos realizados.

e Avaliar a expressao dos genes das proteinas do choque térmico (heat
schock protein = HSP) TRAP1(HSP 90), HSPB1(HSP27), HSPD1 (HSP60), HSPALL,
HSPA1A (HSP70) ap6s tratamento com cisplatina hipertérmica e cisplatina
normotérmica.

e Comparar a diferenca na expressao destes genes HSP nos diferentes
tipos de tratamentos realizados e associar o perfil de expressao génica com as
implicagbes na evolugdo das linhagens celulares, bem como resisténcia a
guimioterapia.

e Avaliar se o everolimus é eficaz em aumentar a sensibilidade a platina

no modelo in vitro.
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4. METODOLOGIA

4.1 Cultivo celular

As linhagens celulares de cancer de ovario, TOV-21G (adenocarcinoma de
células claras grau lll, catdlogo. CRL-11730™), SKOV-3 (adenocarcinoma, catalogo.
HTB-77™) e OV-90 (adenocarcinoma seroso grau lll, derivado de ascite, catalogo
CRL-11732™) foram adquiridas do American Type Culture Collection (ATCC) e
cultivadas no meio DMEM Alta Glicose (Gibco cat. 12100-038) suplementado com
10% de soro fetal bovino (Gibco cat. 210115-K), 1% de L-glutamina 0.2 M, 1% de
aminoacidos ndo essenciais (Sigma® cat. M7145), D-glucose (Sigma® cat. G7021) e
1% de piruvato de sédio (Sigma cat. P2256). As linhagens foram mantidas em garrafas
de cultivo para adeséo celular, em estufa a 37°C com atmosfera umidificada e
enriquecida com 5% de CO.. Antes de cada experimento, as células foram submetidas
a procedimentos de repique celular utilizando uma solugcdo enzimética de
tripsina/EDTA por cinco minutos na estufa. Os ensaios foram realizados obedecendo

as passagens para cada linhagem celular.

4.2 Ensaio de citotoxicidade celular (MTT)

Para determinacdo da citotoxicidade celular, foi realizado um ensaio,
semeando em triplicatas as linhagens celulares em placas de 96 po¢os nas seguintes
concentragbes: TOV-21G (2x10% células/poco), SKOV-3 (2,5x10% células/poco) e OV-
90 (5x10* células/poco). Apds atingirem confluéncia celular em torno de 70% de um
dia para o outro, as linhagens foram tratadas com seis diluicbes seriadas da solucao
injetavel diluida em solucéo salina, do quimioterapico cisplatina (Blau® Farmacéutica
lote 19060288, Cotia - SP). Para a linhagem TOV-21G, foram testadas as seguintes
concentracgdes: 400, 200, 100, 50, 25 e 12,5 pg/mL. E para as linhagens celulares
SKOV-3 e OV-90, foi avaliada a citotoxicidade nas seguintes concentracdes: 200, 100,
50, 25, 12,5 e 6,25 pg/mL de acordo com estudos prévios realizados em nosso
laboratério com estas mesmas linhagens. As linhagens também foram tratadas
somente com 0 meio de cultura ou apenas com a solucao salina. Apos o tratamento,
as placas foram incubadas em estufas a 37°C ou a 41°C.

Apoés 24h, o meio de cultura foi retirado e adicionou-se o reagente MTT
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(brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdélio) diluido em meio sem
suplementacdo a 0,5 mg/mL. Seguindo uma nova incubacao por 3horas, e em
seguida a placa foi centrifugada por 10 minutos a 1000 RPM, o sobrenadante foi
desprezado e 100 pL/poco do solvente organico DMSO (Merck® cat.
#K35781952610), foram adicionados, a fim de solubilizar os cristais formados.
Finalmente, a leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotémetro
(SpectraMax® M5e) a 550 nM. Apdés a leitura no espectrofotdbmetro, a sobrevida
das células contidas nos pocos tratados foi calculada dividindo o valor da
absorbancia das células tratadas pela média do controle de vida e multiplicado
por 100. Este ensaio foi repetido de maneira independente, trés vezes. O valor de
ICso (concentracdo capaz de inibir o crescimento de 50% das células) foi estimado
para as linhagens tratadas com cisplatina ndo aquecida e aquecida a 41°C,

utilizando o programa gratuito Dr Fit versdo 1.042.58

4.2.1 Anédlise de solubilizagcdo de everolimus e sobrevivéncia

celular em diferentes concentracdes de everolimus (Ensaio de MTT)

Everolimus (peso molecular: 958,224 g/mol) foi suspenso em
dimetilsulfoxido (DMSO) foi usado para o tratamento de linhas celulares OV-90
por 24 horas. ApOs o tratamento com everolimus, foram lavados com solucéo
salina PBS e novamente tratados com cisplatina a 37°C na concentracéo de 65,7
Hg/mL e com cisplatina a 41°C na concentracao de 53,46ug/mL cujo ICso ja havia
sido determinado previamente. Apos 24 horas, a placa foi lavada com PBS e foi
adicionado MTT (0,5 mg/mL).

4.3 Ensaio clonogénico

O ensaio clonogénico permite avaliacdo das diferencas na capacidade
reprodutiva de uma célula (capacidade que uma Unica célula possui em formar uma
colénia com o minimo de 50 células), entre as células controle ndo tratadas com
aquelas submetidas a determinados tratamentos.®*

Neste ensaio, foi utilizado o método descrito por Franken (2006).84 As
linhagens celulares TOV-21G e SKOV-3 foram semeadas em placas de 24 pocos

deixadas overnight para aderirem ao fundo da placa. Os grupos tratados receberam
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cisplatina conforme o ICso estabelecido para cada linhagem, ou o tratamento com PBS
1x e meio de cultura. As linhagens celulares foram submetidas aos tratamentos por
24h nas temperaturas de 37 e 41°C. Apés o periodo de incubacédo, as células foram
tripsinizadas e semeadas em triplicatas em placas de seis po¢os em triplicatas na
densidade de 1,5 x10° células por poco. Apds sete dias de incubacéo em estufa imida
contendo 5% de CO:2 a 37°C as col6nias de células foram lavadas com D-PBSA 1x
(Sigma®, cat. 59331C), fixadas com metanol por 10 minutos e coradas com cristal
violeta 1% também por 10 minutos. Em seguida, foi feita a contagem das colbnias.
Foram consideradas apenas aquelas que apresentaram 50 ou mais células por
colonia. Desta forma, a fracdo sobrevivente (FS) foi determinada dividindo-se o
namero de colénias formadas apdés os tratamentos pelo numero de células
plagueadas, multiplicado pelo EP (Figura 11), sendo EP neste caso, a média das

colénias formadas nos controles de vida, para cada experimento.

n° de coldnias formadas apoés o tratamento X 100

FES células semeadas x EP

FIGURA 11. Férmula para calculo da fragao sobrevivente
Fonte: Modificado de Franken et al., 2006.

4.4 Extracao e quantificacdo do RNA total

O RNA total foi extraido das linhagens celulares em cinco diferentes
condicles: células cultivadas somente com meio de cultura ou tratadas com o ICso
determinado para cisplatina e submetidas a 37 e 41°C, além disso, as células foram
tratadas com solucdo salina (PBS 1x) aquecida a 41°C. Para cada 1x10° de células,
foi adicionado 1 mL de Trizol® (Invitrogen TM, USA), conforme orientagcdes do
fabricante. O reagente foi homogeneizado juntamente com as células e, em seguida,
0 lisado celular foi transferido para microtubos de 1,5 mL. Em seguida, foram
adicionados 200 pL de cloroférmio e agitou-se vigorosamente no vértex, por
aproximadamente 15 segundos. Posteriormente, amostras foram incubadas por 3

minutos a 30°C, em banho seco. ApGs a incubacao, centrifugou-se as amostras por
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15 minutos a 12.000 x g em centrifuga refrigerada a 4°C. Desta centrifugacao formou-
se, por diferenca de densidade das substancias, trés fases, sendo a primeira fase
contendo o RNA, a segunda fase contendo proteinas e a terceira fase contendo o
DNA. Retirou-se a primeira fase contendo o RNA e transferiu-se para um novo
microtubo, no qual foram adicionados 500 uL de isopropanol. A segunda fase
contendo proteinas e a terceira fase contendo o DNA e proteinas foram armazenadas
no freezer -80° C para estudos posteriores. A seguir, incubou-se o0 novo microtubo
contendo RNA e isopropanol por 10 minutos a 30°C, em banho seco. Centrifugou-se
a 12.000 x g por 15 minutos em centrifuga refrigerada a 4°C. ApGs a centrifugacao,
descartou-se o0 sobrenadante e iniciou-se o processo de lavagem com etanol 75%.
ApOs a lavagem, deixou-se o precipitado secar por aproximadamente 15 minutos e o
mesmo foi ressuspenso em agua previamente tratada com Dietilpirocarbonato
(DEPC). Obteve-se assim, o RNA total das amostras, e 0 mesmo foi armazenado a -
80°C. Foi quantificado o RNA total extraido em espectrofotdmetro de microvolume
NanovueTM Plus Spectrophotometer (GE Heathcare Life, USA).

4.5 Avaliacéo da integridade do RNA

Avaliou-se a integridade do RNA total extraido através de Eletroforese em
gel de Agarose 1%. Pesou-se 0,50 g de Agarose e diluiu-se em 50 mL de TBE 1X.
Adicionou-se 2,5 mL de Brometo de Etidio e deixou-se a solu¢ao solidificar no suporte
para o gel com o pente de canaleta inserido. Prepararam-se as amostras para
aplicacao no gel, com os seguintes parametros: 0,5 ug de RNA, 5 ug de tampéao de
amostra e agua tratada com Dietilpirocarbonato (DEPC) em quantidade suficiente
para um volume final de 10 pL. Aqueceram-se as amostras preparadas em banho
seco por 3 minutos a 60°C. Apos a solidificacéo do gel, retirou-se o pente de canaletas
e posicionou-se 0 mesmo na cuba de eletroforese. Encheu-se a cuba com TBE 1X e
aplicou-se as amostras em cada canaleta. A eletroforese foi realizada submetendo o
gel a uma voltagem de 100 volts durante 40 minutos. Apos a corrida, fotografou-se o
gel em transiluminador e verificou-se a presenca das bandas 18S e 28S do RNA

ribossomal integras e sem arraste.

4.6 Tratamento do RNA com DNAse
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2 ug de RNA total foram tratados com o kit Turbo™ DNase (Invitrogen™
catadlogo. AM2238) conforme as instrucdes do fabricante. Acrescentou-se em um
microtubo 2 pg de RNA total, 2 yL de tampéo e 0,4 uL de DNAse. Completou-se o
volume com 4gua tratada com DEPC em quantidade suficiente para 20 pL. Incubou-
se por 30 minutos a 37°C. Apds as incubacdes, armazenou-se 0 RNA tratado em

freezer -80°C.

4.7Sintese do DNA complementar (cDNA)

Utilizou-se o RNA total livre de DNA para realizar a sintese do cDNA a partir
do RNA mensageiro utilizando o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription
(Applied Biosystems™ catdlogo. 4368814), conforme as orientacdes do fabricante.
Realizou-se o procedimento de sintese de cDNA em camara de fluxo unidirecional,
previamente limpa com gaze embebida com alcool 70%, assim como todos o0s
materiais como micropipetas, caixas de ponteiras, frascos e suportes. Apds esse
procedimento, deixaram-se todos 0s materiais expostos a luz UV por 20 minutos.
Identificou-se os tubos utilizados de acordo com as amostras de RNA. Misturaram-se
0s reagentes, o tampédo e a enzima em tubo estéril sobre o suporte de resfriamento
Coolbox (Biocison). Sintetizou-se 20 uL de cDNA. Adicionaram-se, em cada microtubo
identificado com o nome da amostra, os volumes de DNTP Mix e Oligo d(T). Em outra
camara de fluxo unidirecional exclusiva para template, adicionou-se o volume para 1
Hg de RNA total cada microtubo contendo DNTP e Oligo d(T) e homogeneizou-se por
pipetagem. Agqueceram-se tais microtubos em banho seco por 10 minutos a 70°C.
Retiraram-se as amostras do banho seco e adicionou-se o master mix e, novamente
incubados por 10 minutos a 25°C, 120 minutos a 37°C e, por fim, 5 minutos a 85°C. O

cDNA sintetizado foi armazenado a -20°C.

4.8Avaliacao da expresséo dos transcritos

Avaliou-se a expressédo dos genes TRAP1(HSP90), HSPB1 (HSP27) e
genes da sua familia HSPA1A, HSPA1L (HSP70) e HSPD1 (HSP60) através de PCR
Quantitativo em Tempo Real®® usando sondas Tagman® e TagMan® Universal Master
Mix (Thermo Fisher Scientific™ cat. 4440038), conforme especifica¢cdes do fabricante.

A concentracao de cada cDNA por reacéo foi de 100 ng. Foi utilizado, como controle,
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0 enddgeno o gene 18S como normalizador da reacdo. O volume final de cada reacéo
foi de 20 uL em uma placa de 96 pocos contendo as amostras de cDNA em duplicata
com seus respectivos RNAs controles ndo convertidos a cDNA (NORT’s). Os controles
NORT e NTC foram incluidos no estudo para monitorar contaminacdo por DNA
gendmico e dos reagentes, respectivamente. A amplificacdo e coleta de dados foi
realizada pelo equipamento QuantStudio 5 (Thermo Fisher Scientific™) de acordo

com a ciclagem estabelecida pelo fabricante.
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5 RESULTADOS

5.1 Analise estrutural das linhagens expostas aos tratamentos

As linhagens TOV-21G, SKOV-3 e OV90 foram descongeladas de acordo
com as condigbes de temperatura e cultivadas em meio de culturas, conforme
protocolo de procedimentos do laboratério. Em seguida, foram submetidas aos
procedimentos adequados, como o repique e troca de meio de cultura, e apos
expansdo foram congelados e armazenados em tanque de criopreservacédo e
registradas como componente de banco de células. Durante o experimento, as células
submetidas a procedimento de repique celular toda vez que atingiam confluéncia em
torno de 70%. As figuras abaixo registram as morfologias, apds tratamentos, das
linhagens TOV-21G (Figuras 12 e 13), SKOV-3 (Figuras 14 e 15) e OV-90 (Figuras 16
e 17).

FIGURA 12. Registro da morfologia da linhagem TOV-21G exposta a cisplatina ndo aquecida.
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FIGURA 13. Registro da morfologia da linhagem TOV-21G exposta a cisplatina aquecida a 41°C e
mantida em estufa com a mesma temperatura.

Controle de vida

FIGURA 14. Registro da morfologia da linhagem SKOV-3 exposta a cisplatina hdo aquecida.
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FIGURA 15. Registro da morfologia da linhagem SKOV-3 exposta a cisplatina aquecida a 41°C.

Controle de morte Cisplatina 200 pg/mL
e : % AP 7y,

1

FIGURA 16. Registro da morfologia da linhagem OV-90 exposta a cisplatina ndo aquecida.
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Controle de morte Cisplatina 200 pg/mL

N

Controle de vida

FIGURA 17. Registro da morfologia da linhagem OV-90 exposta a cisplatina aquecida a 41°C.

5.2 Célculo das expressdes génicas

A expressédo génica foi quantificada pelo método AACt (delta delta Ct) e a
quantificacdo relativa (RQ) foi realizada utilizando o método 2 —22Ct Este método
analisa as mudancas na expressao génica da amostra tumoral para o gene de
interesse em relagdo a amostra normal (também chamada de calibradora ou amostra
de referéncia), considerando o controle endégeno como normalizador. Assim, é

possivel verificar a subexpresséo ou superexpressao dos genes-alvo.%

5.3 Andlise in silico darede de interacdo dos genes

Andlise in silico da rede de interacéo foi realizada em banco de dados
STRING®?, evidenciando interacGes entre as proteinas codificadas pelos genes
analisados neste estudo.

O banco de dados STRING também foi usado para desenhar uma rede de
enriguecimento funcional usando informacfes do Processo Biolégico (Gene
Ontology). Para esta analise, foram selecionados HSPA1A, HSPB1, TRAP1, HSPA1L
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e HSPD1. Os alvos selecionados mostraram relevancia para 0S processos
relacionados ao redobramento de proteinas, regulacdo negativa da apoptose
intrinseca induzida por estresse oxidativo, troca de isotipo e interacao direta entre si.
Os detalhes de cada tipo de interagéo e processo biolégico relacionado sdo mostrados
na Figura 18.

Foi utilizado 0 algoritmo Gene Mania, GeneMANIA
(http://www.genemania.org), uma interface web flexivel e amigavel para gerar
hipéteses sobre a funcdo do gene, analisar listas de genes e priorizar genes para
ensaios funcionais. Dada uma lista de consulta, HSPA1A, HSPB1, TRAP1, HSPA1L
e HSPD1, o algoritmo estende a lista com genes funcionalmente semelhantes que

identifica usando dados gendmicos e protedmicos disponiveis.
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FIGURA 18. O banco de dados STRING também foi usado para desenhar uma rede de enriquecimento
funcional usando informa¢Bes do Processo Bioldgico (Ontologia Genética). A rede foi construida
usando o banco de dados STRING (https://string-db.org) do Instituto Suico de Bioinformética e do
Laboratdrio Europeu de Biologia Molecular (EMBL) A) Rede de proteinas fornecida por STRING. B) A
rede de proteinas foi construida considerando os processos biol6gicos selecionados e identificados
pelas cores indicadas. C) A rede usando o servidor de predicdo GeneMANIA: integracdo de rede
bioldgica para priorizacéo de genes e predicdo da fung&o génica, mostrando genes relacionados com
0s genes deste estudo (nds amarelos) e os outros genes (nos cinzas) sdo conectados por linhas de
acordo com interacdes fisicas (rosa), co-expressao (roxo), prevista (laranja).
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ABSTRACT

Introduction: Epithelial ovarian cancer (EOC) is the most lethal gynecological
malignancy, with the presence of chemoresistance contributing to the poor prognosis.
Heat shock proteins are produced in response to pathophysiological stress and take
part in several stages of carcinogenesis, acting primarily as anti-apoptotic agents. 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.
Our objectives were to determine the sensitivity of ovarian cancer cell lines (TOV-21G,
SKOV-3, and OV-90) to cisplatin and PBS (saline) in 37°C and 41°C. In addition, we
aimed to evaluate the expression profile of TRAP1, HSPB1, HSPA1A and HSPALL
genes and their participation in the resistance, and whether the use of everolimus
inhibiting the mMTOR pathway could improve outcomes in treated groups. Methods:
cultures of ovarian cancer cells TOV-21G (clear cell carcinoma), SKOV-3 (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°C) and cisplatin in hyperthermia (41°C) and a control group treated
with PBS saline solution at 37 and 41°C for 24 hours, followed by new supplementation
and a new 3-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 HSPALL 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 cell lines.
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: 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 could be related at
chemotherapy resistance phenotyping found this tumor-like. The use of everolimus has
the potential to sensitize the cytotoxicity in a model using heated cisplatin and this

improved our results Thus, it is necessary to evaluate these genes in a clinical study
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by HIPEC.
Keywords: ovarian cancer, HIPEC, prognosis, resistance to chemotherapy, heat

shock proteins.
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1. Introduction

Epithelial ovarian cancer (EOC) has the highest mortality rate among
gynecological neoplasm and causes around 125,000 deaths globally per year. In the
US alone, an estimated 22,000 women will be diagnosed in 2021, with over 13,000
dying of the disease, considered the most lethal gynecological malignancy in women
worldwide [1]. Nowadays, about 70 percent of women with ovarian cancer (OC) are
diagnosed at an advanced stage (stages Ill/IV). The high mortality rates of EOC are
basically due to the inefficient detection early. Unfortunately, symptoms are usually
absent in the early stages, and signs are nonspecific [2-3].

The treatment for EOC involves maximal cytorreductive surgery followed by
platinum-based chemotherapy. The combination of carboplatin and paclitaxel is
considered the gold standard. However, the main challenge in treating this disease is
that despite high initial response rates to chemotherapy of approximately 80%, most
women with advanced OC relapse within two years [4]. Moreover, new drugs have
been incorporated for the treatment of recurrent EOC and for adjuvant and
maintenance treatment, such as agents directed at angiogenesis such as the
monoclonal antibody bevacizumab, which binds to the human vascular endothelial
growth factor (VEGF) and the PARP inhibitors that prevents a DNA repair and leads
to the cell to synthetic lethality, as demonstrated in the SOLO 1 study [5-6]. About
70% of these patients have pelvic and peritoneal recurrences. This cancer frequently
relapses with a drug-resistant phenotype, with peritoneal metastasis being the leading
cause of death [7-8].

Therefore, new treatments were developed in an attempt to improve the
results. Intraperitoneal chemotherapy (IP) consists of administering normothermic
chemotherapy (cisplatin) into the peritoneal cavity through a portcath and treatment
with HIPEC (Hyperthermic Intraperitoneal Chemotherapy), which consists of using
cisplatin heated to 41-43°C infused through a machine in the peritoneal cavity. After
performing cytoreduction, taking into account that heat can increase the penetration
of cisplatin in microscopic disease, a factor that would be limiting in IP [9]. Being
evidenced gain of global survival with the use of HIPEC, however, there are questions
still unanswered about these treatments, such as there is a molecular profile that could
better respond to HIPEC or what the best chemotherapy used if it is possible to
improve the results of HIPEC [10].
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Currently, there is an interest in finding specific molecular markers that function
both in the prognosis of the disease and the patient’'s response to HIPEC. Good
candidates include the Heat Shock Proteins (HSP) family and their genes [9,10]. In
this context, heat shock genes and their proteins are promising targets. These
evolutionarily conserved proteins are classified according to their molecular weight,
are grouped into four main classes: HSP27 (HSPB1), HSP60 (HSPD1), HSP70
(HSPA1A-HSPALL), and HSP901L (TRAP 1) [11-12, 43].

Although the existing data for HSP function in OC progression and drug
resistance is appealing, it is still limited and conflicting at times. For instance, the
cytosolic HSPB1 (HSP27), HSP70 (HSPA1A, HSPA1L) and HSP90 (TRAP1) as well
as the mitochondrial HSP60 proteins and the tumor necrosis factor receptor-
associated protein 1 (TRAP-1) have all been shown to be induced by drug treatment
and frequently associated with cross-resistance to anticancer compounds of different
classes in ovarian and other cancer types [13-14-15]. However, no previous clinical
study correlated HSP or their genes in HIPEC. The pathways of heat shock genes
need to be best understood by the EOC concerning a HIPEC, as there is a rationale
between exposure to heat and the production of heat shock proteins.

Thus, drug-mediated regulation and hyperthermia in EOC may follow
differentially controlled stress signaling pathways. Due to our limited understanding of
HSP role in EOC biology in HIPEC trials, studies elucidating their potential to help the
prognostic and evolutionary predictive response of patients underwent response to
HIPEC and a procedural technique still restricted to some centers. The in vitro study
was proposed to answer some questions and translate these data from the laboratory
bench to clinical [16]. Then, our objectives were to determine the sensitivity of ovarian
cancer cell lines (TOV-21G, SKOV-3 and OV-90) to cisplatin and PBS (saline) in 37°C
and 41°C. In addition, we aimed to evaluate the expression profile of TRAP1, HSPB1,
HSPA1A and HSPALL genes and their participation in the resistance and
susceptibility mechanism tumor cell lines in heat cisplatin in vitro model and whether
the use of everolimus inhibiting the mTOR pathway could improve outcomes in treated

groups.
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2. Methods

2.1 Cell culture

TOV-21G, ovarian clear cell carcinoma (Cat. #CRL-11730™), SKOV-3,
platinum-resistant adenocarcinoma (Cat. #HTB-77™) and OV-90, high-grade serous
adenocarcinoma (Cat. #CRL-11732™) were obtained from the American Type
Culture Collection (ATCC) and propagated in monolayer (culture adherent),
respectively, in DMEM (Sigma, Cat. #12100-038) supplemented with 10% fetal bovine
serum (FBS) (Sigma, Cat. #210115-K) and 1% de L-glutamine 0,2 M, 1% non-
essential amino acids (Sigma Cat. #M7145), D-glucose (Sigma Cat. #G7021) and 1%
sodium pyruvate (Sigma Cat. #P2256). Cells were incubated at 37°C in a humidified
atmosphere enriched with 5% CO2. The experiments were carried out obeying a

certain passage number.

2.2 Cell Survival analysis (MTT assay)

Cell viability in the presence of cisplatin and saline was determined using the
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium  bromide  method  (MTT),
according to Mitchell et al. [1ref]. Cells were plated in 96-well cell culture plates, TOV-
21G (2x10* cells), SKOV-3 (2,5x10* cells), and OV-90 (5x10%) cell in triplicate and
incubated for 24 hours at 37 degrees Celsius (normothermia) and 41°C
(hyperthermia). After 24 hours, the wells were washed with 1x PBS, and the cells were
treated with varying concentrations of cisplatin. The control group cell lines were also
treated with saline 37°C (normothermia) and saline 41°C (hyperthermia), respectively.
Untreated and treated cells with hydrogen peroxide were used as negative and
positive controls, respectively. After 24h, MTT solution was added to the plate (0,5
mg/mL final concentration), the cells were incubated for 3 hours, and the absorbance
measurement was performed on a spectrophotometer (SpectraMax® M5e) at 550 nM.
The individual survival of the treated cells was calculated by dividing the absorbance
value of the treated cells by the mean of the life control multiplying by 100. The
concentration of cisplatin 37°C and 41°C that inhibited the viability of 50% of the cells

(ICs0) from each cell line was calculated using Dr Fit version 1.042 software.
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2.3 Analysis of solubilization of everolimus and certain cells in cell
analysis in different types of everolimus (MTT assay)

Everolimus (molecular weight: 958,224 g/mol) was resuspended in
dimethylsulfoxide (DMSO) all assays the final concentration of 1 mM and for all assays
the final concentration of 20 nM, 18 nM, 10 nM, 5 nM and 1 nM was used for treatment
of OV-90 cell lines for 24 hours. After treatment with everolimus, the cells were
washed with PBS saline and again treated with cisplatin at 37°C at a concentration of
65.7 pg/mL and with cisplatin at 41°C at a concentration of 53.46 pg/mL whose ICso
had already been determined. After 24 hours the plate was washed with PBS and
MTT (0.5mg/ml) was added.

2.4 Clonogenic assay

For this test, the method previously described by Franken [14] was used. TOV-
21G, SKOV-3 (1,5x10° cells) cell lines, treated with cisplatin 37°C and 41°C and the
other group with saline 37°C and 41°C, were seeded on culture disks of 60 mm
diameter in triplicate. Only colonies with 50 or more cells were counted. The plating
efficiency (PE) was determined by dividing the mean number of colonies of the
controls by the number of plated cells. The surviving fraction (SF) was calculated by
dividing the mean of colonies formed after treatment by the number of plated cells and
multiplying the result by PE. This result was multiplied by 100%. Colonies were
analyzed with DAPI and phalloidin probes [17].

2.5 RNA extraction, cDNA synthesis, and gene expression analysis

According to the manufacture’s instructions, total RNA was extracted from 50-
100 mg of each ovarian tumor sample using the TRIzol reagent (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA). The RNA yield and A260/280 ratio were determined by a NanovueTM Plus
Spectrophotometer (GE Healthcare Life, USA). RNA integrity and quality were
characterized through 1% agarose gel electrophoresis. Subsequently, the samples
were treated with RNAse-Free DNAse Set® (Qiagen) to remove possible traces of

genomic DNA.
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According to the manufacturer’'s recommendations, cDNA was synthesized
using M-MLV Reverse transcriptase (Promega, Madison, Wisconsin, USA). The qRT-
PCR was performed using Inventoried assays (TagMan® Assays - Applied
Biosystems) according to the manufacturer’'s recommendation. TATA Binding Protein
(TBP) was used as endogenous control. Each 40-cycle reaction was performed in
duplicate. A sample without a template was included as a control in each assay.
Relative gene expression was determined using the 2-AACq method [18]. Two

technical replicates were adopted for each sample.

2.6 Gene functional and Network pathway analysis

The interactions between the proteins encoded by the differentially expressed
HSP genes were evaluated in silico by the freely available STRING and GeneMania
database [19] to identify the categories of genetic ontology and/or paths that can be

overrepresented.

2.7 Statistical Analysis

For the statistical analysis for the other assays, we used the SPSS 19 software
(IBM). To analyze of difference between groups, the univariate analysis (ANOVA) was
used and for the analysis of multiple comparisons, Post Hoc by the DMS method
(minimum significant difference) was adopted. Non-parametric tests were performed
by Kruskal-Wallis. The level of significance adopted was 5% (p-value < 0.05) [20-21].

3. Results

Figure 1 shows a photomicrograph of the strains used in this study cultivated

in a monolayer in vitro model.
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Figure 1. TOV-21G (A), SKOV-3 (B) and OV-90 (C) ovarian cancer cell lines. Photomicrograph of the
strains used cultivated in a monolayer in vitro in this study.

The cytotoxic effect of heated and unheated cisplatin on SKOV-3, TOV-21G,
and OV-90 cell lines was demonstrated in cell viability assays using the MTT reagent.
Cisplatin concentrations used ranged from 6.25 pg/mL to 400 pg/mL (Figure 2). All
assay tests were performed in triplicate. The results showed that the increase in drug
concentration proportionally affected cell viability, demonstrating a concentration-
response effect in all assays performed (Figure 2 and 3). Figure 3 shows the analysis
of variance between groups considering heated and unheated cisplatin, and it is
possible to verify that there was no significant difference in viability between groups.

However, the loss of cell survival at the different concentrations tested is significant.
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Figure 2. Cell Survival of TOV-21G (A), SKOV-3 (B) and OV-90 (C) ovarian cancer
cell lines (n=3).
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Figure 3. TOV-21G (A), SKOV-3 (B), and OV-90 (C) ovarian cancer cell lines (n=3).

*Significantly different (p<0.05) between concentrations and **Significantly different (p<0.05),
comparing unheated and heated cisplatin treatment. Two-way ANOVA, post hoc, DMS method.
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The cytotoxic effect of heated and unheated cisplatin on SKOV-3, TOV-21G,
and OV-90 cell lineages was demonstrated in cell structural analysis by inverted
microscopy. Cisplatin concentrations used ranged from 12.5 pg/mL to 200 pg/mL
(Figure 4).

Control 200 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL 25 pg/mL 12,5 pyg'mL

TOV-21G

-3
unheated

SK-O

heated

OV-90
unheated
- "

heated

Figure 4. TOV-21G, SKOV-3, and OV-90 ovarian cancer cell lines growing as monolayer and treated
with cisplatin heated (41°C) and unheated (37°C). SKOV-3 cell lines have presented higher structural
damage under both treatments.
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The survival values obtained were entered into the Dr Fit statistical program,
and the 1Cso for each assay was calculated individually (Figure 5). The ICso obtained
for the unheated cisplatin TOV-21G strain was 158 pg/mL and heated 138.06 pg/mL;
for the SKOV-3 strain, it was unheated cisplatin 12.2 pg/mL and heated cisplatin of
13.83 pg/mL, and for the OV-90 strain, it was unheated cisplatin 65.7 pg/mL and
heated cisplatin of 53.46 pg/mL.

. Drug
—_— Uinbetedl coppdabin
He g Lriplidn
20

Mean IC50 (pgiml)

SHL
Cell line

Eircd bars: - 1 =0

Figure 5. ICso of OV-90 (A), SKOV-3 (B) and TOV-21G (C) ovarian cancer cell lines (n =3).
Significantly different (p<0.05) comparing unheated and heated cisplatin treatment. Two-way ANOVA,
post hoc, DMS method.
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It was impossible to evaluate the survival fraction values obtained by the
clonogenic assay because the dying cells lost adhesion in no lineage after treatment
with heated and unheated cisplatin. It was only possible to obtain SF for the medium
and PBS control groups. Unexpectedly, unheated PBS caused a drastic reduction in

the survival fraction for SKOV-3 and warmed PBS for TOV-21G (Figure.6).

Treatment
150 Medium at 37°C
Medium at 41*C
FPBS at 37T*C
FBS at41°C
Platinum et 37°C
Platinum at 41°C

100+

Mean SF %%

SK-OV-3

TOV-21G

Cell Line
Emor baig: - 1 50
Figure 6. Cell growth inhibition exerted by platinum heated and unheated in TOV-21G and SKOV-3
cell lines (n=2), as evaluated by the clonogenic assay.
One asterisk (*) indicates a significant difference (ANOVA post hoc, p <0.05).
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The expression of genes HSPA1A, HSPB1, TRAP1, HSPA1L and HSPD1 in
ovarian cancer strains was evaluated after heated and unheated cisplatin exposure
using the RT-gPCR technique (Figure 7). It was not possible to obtain expression data
for the SKOV-3 lineage, as the cells remaining after treatment with I1Cso did not have
enough material and integrity to analyze the gene expression profile. The OV-90 strain
showed to be sensitive to treatment with heated cisplatin, with upregulation of the
HSPB1, TRAP1 genes, and lower expression of the HSPA1A gene when comparing

unheated and heated cisplatin.
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Figure 7 - Relative expression (2-AACT method) comparison between platinum heated and
unheated TOV-21G and OV-90 cells (n=2). One asterisk (*) indicates a significant difference
within groups (ANOVA post hoc, p <0.05).
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The effect of everolimus sensitization on the cytotoxic effect of heated and
unheated cisplatin on the OV-90 cell line was developed in cell viability assays using
the MTT reagent. The everolimus options were 1.5, 10, 18 and 20 nM everolimus and
cisplatin was 53.46 pug/mL and 65.7 pug/mL (Figure 8). All tests were performed in
triplicate. The results showed that all everolimus options were able to promote the loss
of cell viability when treated with heated cisplatin, demonstrating that there was a

sensitization effect (Figure 2).
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Figure 8. Cell Survival of TOV-21G (A), SKOV-3 (B) and OV-90 (C) ovarian cancer cell lines (n=3)
sensing by everolimus followed at cisplatin treated.
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Network pathway analysis

The STRING database was also used to draw a functional enrichment network
using Biological Process (Gene Ontology) information. For this analysis, HSPA1A,
HSPB1, TRAP1, HSPAl1L and HSPD1 were selected. Selected targets showed
relevance to processes related to protein refolding, negative regulation of oxidative
stress-induced intrinsic apoptosis, isotype switching, and interact directly with each
other. The details of each type of interaction and related biological process are shown
in Figures 9 A and B.

The Gene Mania algorithm, GeneMANIA [45], a flexible, user-friendly web
interface for generating hypotheses about gene function, analyzing gene lists, and
prioritizing genes for functional assays, was used. Given a query list, HSPA1A,
HSPB1, TRAP1, HSPA1lL and HSPD1 and the algorithm extends the list with
functionally similar genes that it identifies using available genomics and proteomics
data (Figure 9C).
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Figure 9. The STRING database was also used to draw a functional enrichment network using
Biological Process (Gene Ontology) information. The network was built using the STRING database
(https://string-db.org) from the Swiss Institute of Bioinformatics and the European Molecular Biology
Laboratory (EMBL)A) Protein network provided by STRING. B) The protein network was constructed
considering the selected biological processes identified by the indicated colors. C- The network using
The GeneMANIA prediction server: biological network integration for gene prioritization and predicting
gene function, showing related genes with genes of this study (yellow nodes) and the other genes (gray
nodes) are connected by lines according to physical interactions (pink), co-expression (fuchsia),

predicted (orange).
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4. Discussion

In the present study, we established an in vitro model mimicking the conditions
of HIPEC. Using this model, it was possible to evaluate ovarian cancer cell lineages’
cytotoxicity response and survival. Moreover, we assessed the level of expression of
the heat shock genes TRAP1, HSPD1, HSPB1, HSPA1A and, HSPAILL genes in
different treatments and conditions. we used platinum-resistant serous carcinoma cell
lines (SKOV-3) derived from a peritoneal metastasis with a mutation in P53
representing type Il tumor, TOV-21G clear cell carcinoma (primary tumor grade |lI,
stage Il that show mutations in KRAS and PI3K and OV-90 (platinum-sensitive serous
carcinoma derived from peritoneal metastasis) as EOC models to study the effect of
hyperthermia in vitro model.

The changes observed in the morphology of the different strains are related to
the action of cisplatin associated with hyperthermia. However, regarding the survival
curve analysis, we observed that there was no statistically significant difference
between the treated groups. A group treated with cisplatin heated (hyperthermia)
(41°C) was used, and another group treated with cisplatin unheated (normothermia)
(37°C) mimicking unheated intraperitoneal (IP) chemotherapy and the control group
treated with PBS at 37°C and 41°C was also used for these analysis degrees in
different lineages. However, regarding the ICso for SKOV-3 treated with heated
cisplatin, we did not observe any difference in the dose-response curve, which is
explained by its intrinsic resistance to platinum

Considering that EOC is a very heterogeneous disease and the most lethal
gynecological one and that peritoneal metastasis is the final outcome that leads to
death, every effort is needed to understand better its sensitivity and molecular
pathways associated with new treatments [22-23-24].

HIPEC in ovarian cancer represents a promising new therapy but still with many
challenges. It is currently used in the platinum-sensitive EOC scenario. However,
there are several ongoing studies in the context of secondary debulking. During
HIPEC, hyperthermic conditions within the abdominal cavity range from 41 to 43°C
depending on the protocol used HIPEC [25]. However, these protocols were defined,
considering the hypothesis that hyperthermia increases the penetration of drugs such

as cisplatin into tumor cells. In addition to allowing higher concentrations of cytotoxic

94



Artigo 1

agents to reach tissues when compared to the systemic treatment. And they also allow
for less systemic absorption which contributes to less toxicity to other tissues [25-26].

The effect of hyperthermia, considering perfusion and oxygenation, was
detected in both cancerous and normal tissues. Although perfusion is increased by
hyperthermia in normal tissues, opposite observations have been made in tumor
tissues with reduced perfusion, leading to hypoxia in the tumor cells. Furthermore,
there is damage to the DNA, cytoskeleton, and protein production [27]. In this context,
there is a rationale for the involvement of heat shock proteins and the regulation of
their genes and their involvement in response to treatment with HIPEC [16].

Regarding the TOV-21G cell lines, we also did not observe differences
between groups. The explanation for this finding is the fact that clear cell tumors do
not respond well to chemotherapy with cisplatin, being resistant [28]. And even
hyperthermia, as observed, failed to sensitize the response. Regarding the SKOV-3
cell line, which is primarily resistant to platinum due to existing mutations, it was
possible to understand the fact that we did not observe an increased cytotoxicity
response, and therefore, there were no differences concerning survival [29].

In the OV-90 cell lines, which are described as sensitive to platinum, we
expected more significant cytotoxicity with the use of cisplatin and hyperthermia when
compared to the treatment of normothermia, giving consideration the fact that
hyperthermia could potentialize the effect of cisplatin, which was not observed. In the
clonogenic assay, it was possible to observe differences only when comparing the use
of heated PBS, showing that hyperthermia can lead to cytotoxic effects. The treatment
with cisplatin alters cell adhesion and therefore the assay in this treatment group
cannot be performed [30-31]. In the clinical OVpec study, a more robust phase il
study that evaluated 245 patients with EOC in stage lll and IV, the patients were
randomized to two arms with HIPEC or without HIPEC and received three additional
cycles after the procedure with carboplatin and paclitaxel [10]. The data analysis from
this study at a median follow-up of 4.7 years showed that patients who received
HIPEC achieved a recurrence-free survival gain of 14.2 months versus 10.7 months
and the benefit of an overall survival gain of 45.7 months versus 33.9 months. This
study used 100 mg/m? cisplatin [10].

Therefore, data observed in our studies represent the findings similar to clinical
studies. The HIPEC and IP results are very similar in terms of disease-free survival

and overall survival. In response to heat stress HSP family proteins are expressed by
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the damage caused by hyperthermia [32-33]. The heat shock genes and their
transcripts were conserved throughout evolution, whose cells induced cellular
expression in various stress situations. Some of these genes in conditions of
hyperthermia, hypoxia, inflammation, heavy metals, and cancer itself, can be
upregulated [34]. The members of HPS are mainly regulated by a process called heat
shock response and involve the heat shock factor (HSF1). The transcription of HPS
genes is regulated by the heat shock factor that ensures transcriptional activation
during cellular stress and deactivates after its recovery. HSF1 seems to remain
constitutively active in malignant cells, indicating the presence of chronic proteotoxic
stress [15]. It was shown that HSF1 separates from HSP and forms a trimer that goes
to the nucleus cell and binds to the heat shock element (HSE), the promoter region of
HSP. At the moment when this link occurs between HSF1 and HSE, the transcription
of genes that encode the three main families HSP induced by stress in cancer occurs
HSPB1 (HSP27), HSP1L (HSP70), TRAP1 (HSP9OL) [35]. HSF1 is activated by
hyperthermia [36]. Heat shock proteins act as chaperones of other proteins that
directly modulate apoptosis signaling pathways, but they have a dual role in apoptosis,
promoting or neutralizing cell death. Among the anti-apoptotic events is the blocking
of cytochrome C, and they also antagonize caspase 3 and 9 [37-38].

Regarding the analysis of gene expression in different strains, a very
heterogeneous transcriptional activity was observed. In the case of SKOV-3, the
genes were downregulated for all treatments. Regarding the OV-90 lineage, a lineage
that most represents the profile of platinum-sensitive cells, the gene expression profile
was heterogeneous, but it demonstrated a profile of up-regulated genes whose
transcribed proteins are related to a worse prognosis in ovarian cancer [39].

In this sense, an upregulation of the HSPB1, TRAP1, HSPD1 genes were
observed in the heated cisplatin (hypethermia) group. This result may explain the non-
superiority of hypertermia over normothermia. In other words, the modulations of
these genes are directly related to platinum resistance profiles and DNA repair caused
by cisplatin [39]. The HSPB1 gene that was upregulated in our experiment is
transcribed into the HSP27 protein, which is involved in cell proliferation,
differentiation, and apoptosis. Its dysregulation is associated with aggressiveness of
the ovarian tumor, worse prognosis, and resistance to chemotherapy. Yasuda et al.
(2017) showed the HSPB1 gene is mainly expressed in malignant cells in response

to stress and can be induced by constitutive activation in HSF1 in the phosphorylated
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form [36].

The HSPD1 gene is responsible for translating the HSP60 protein, regulated
by another chaperone, called HSp10. Both at mitochondrial sites. It has been shown
that HSp60 regulates the cell cycle and apoptosis through the mechanism mediated
by the P53 gene [41]. The expression of HSP10 and consequently of HSP60 varies
significantly between patients with EOC in patients treated with platinum and appears
to confer a worse prognosis [41]. A study performed in head and neck cell cultures
showed a positive correlation between mRNA levels and platinum resistance. An in
vitro study conducted with A2780 ovarian carcinoma cells that were selected for
resistance to cisplatin and oxaliplatin demonstrated an implication of overexpression
of the HSPD1 gene and its transcript with resistance to these drugs, and another study
conducted by Zanfat et al., demonstrated decreased overall survival in patients with
ovarian EOC that express high levels of HSP60 [41].

The expression of the TRAP1 gene is associated with the transcript TRAP1
(tumor necrosis factor receptor associated with protein 1) is a heat shock protein
associated with anti-apoptotic and antioxidant functions, a component of the
mitochondrial pathway of apoptosis. Over the last number of years, the literature
associates high levels of this protein with ovarian cancer and platinum resistance.
Nonetheless, there are conflicting data that low expressions may be related to a good
EOC prognosis. TRAP1 is related to multiple drug resistance and response to
chemotherapy with cisplatin [42], and associated with HSP27 and HSP70.
Furthermore, it was found that TRAP1 mRNA levels were significantly up-regulated in
cisplatin-resistant EOC cell lineage [42].

Recent studies demonstrate that the mTOR pathway plays an essential role in
stress regulation and response, as well as a role in HSF1 phosphorylation [40], and
the mTOR pathway can be activated by heat. Therefore, a pathway can be studied in
an attempt to inhibit HSP in HIPEC [47] We also analyzed different concentrations of
everolimus, an inhibitor of the mTOR pathway, in an attempt to sensitize the
cytotoxicity response in the hyperthermia group, considering that inhibition of the
MTOR pathway could inhibit HSF1 thus modulating the expression of heat shock
genes. In this experiment a sensitization was observed in the heated cisplatin group,
improving the cytotoxicity results [36-37] [44].

Therefore, our study demonstrated that the group treated with heated cisplatin

did not differ from the treated group unheated cisplatin with respect to cytotoxicity
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results. Possibly, there was a positive modulated regarding the heat shock genes
related to a worse survival. However, when we treated the cells with everolimus, a
sensitization in the response was observed. Therefore, inhibition of the mTOR
pathway seems to negatively modulate these genes related to a resistance and
increased apoptosis [37-44].

One of the limitations of this study is an in vitro study, but it is worth
emphasizing the technical difficulty with clinical trials of HIPEC given the cost involved
and the rules of reference centers capable of performing this procedure. However,
considering these findings, clinical studies are necessary to confirm these data and
try to improve the results of this technique, emphasizing that in a scenario of a disease
sensitive to platinum and with BRCA mutation, we have other therapeutic options such
as the use of a PARP inhibitor with superior results [45].

In conclusion, we observed that OV-90 serous ovarian cancer cell line, after
treatment with heated cisplatin, had the heat shock genes HSPA1lA, TRAP1 and
HSPB1 up-regulated. HSPB1 genes have the most expressive value expression. Our
result showed that heat shock genes may be related to the chemotyping of resistance
to therapy found in this tumor. However, the use of everolumus has the potential to
sensitize cytotoxicity in a model using heated cisplatin and improved results. Therefore,

it is necessary to evaluate these genes in a clinical study of HIPEC.
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Consideracoes Finais

Este estudo é uma pesquisa promissora e original que buscou responder
guestdes relacionadas a um tratamento inovador e desafiador. Foi utilizada uma
abordagem translacional para explicar os mecanismos moleculares envolvidos entre
a hipertermia e os genes do choque térmico para o tratamento do cancer. Além do
objetivo de melhorar os resultados da HIPEC, este estudo gerou maiores
conhecimentos para que outras investigacdes clinicas possam ser realizadas no futuro
para corroborar nossos achados. Todas as andlises realizadas foram desenvolvidas
na tentativa de aprimorar o tratamento do céancer e a qualidade de vida de nossas

pacientes.
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8. ANEXOS

ANEXO A - Determinacao da curva de ICsp dos ensaios

Cisplatina / SKOV-3

100 100
80 80
2 b
g 60| g 60|
O [
= 40 * 40
20] 20|
10 100
pg/mL

12,5 pg/mL

Cisplatina / SKOV-3

10

pg/mL

100

11,2 pg/mL

Meédia = 12,2 pg/mL

Response

100

80

60

40

20

Cisplatina / SKOV-3

10 100

pg/mL

12,9 pg/mL

Valor de ICsp determinado para a SKOV-3 tratada com cisplatina ndo aquecida.

Cisplatina / SKOV-3
100f 120
100
80
60

Response
Response

40

20|

Cisplatina / SKOV-3

Ho/mL
11,2 pg/mL

pg/mL

100

14,5 pg/mL

Meédia= 13,83 pg/mL

Response

Cisplatina / SKOV-3

100
Hg/mL

15,8pg/mL

Valor de ICsp determinado para a SKOV-3 tratada com cisplatina aquecida a 41C°.
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1

Response

Cisplatina / OV-90 Cisplatina / OV-90 Cisplatina / OV-90
110,
s 100)
80|
80 5 80) 2
g 7 2
60 G i
40 =
40)
20 30| 20
10 100 10 100 10 100
(L5 Hg/mL pgimL
61.6 pg/mL 64,3 ng/mL 71.2 pg/mL

Media = 65,7 pg/ml.

Valor de ICsp determinado para a OV-90 tratada com cisplatina n&o aquecida.
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501 40)
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pgimiL Hg/mL
42,1 pg/mL 58,1 pg/mL 60.2 pg/mL

Media= 53,46 pg/mL

Valor de ICso determinado para a OV-90 tratada com cisplatina aquecida a 41°C.
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ANEXO B - Registro das imagens dos ensaios clonogénicos

Aumento 10x

Ensaio clonogénico TOV-21G em meio ndo aquecido.

PBS 37°C

Aumento 10x

Ensaio clonogénico TOV-21G em PBS néo aquecida.

109



Anexos

MEIO 41°C

Aumento 10x

Ensaio clonogénico TOV-21G em meio aquecido a 41°C.

PBS 41°C

Aumento 10x

popm

Aumento 10x

Ensaio clonogénico SKOV-3 em meio ndo aquecido.
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PBS 37°C

MEIO 41°C

Aumento 10x

Ensaio clonogénico SKOV-3 em meio aquecido a 41°C.
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PBS 41°C

LilP ||n

Aumento 10x

Ensaio clonogénico SKOV-3 em PBS aquecido a 41°C.
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ANEXO C — Curva de amplificacéo e dissociagao

188 HSPA1A HSPB1

/,'- . 7~ i

HSPAIL _ HSPD1

Analise da expressédo dos transcritos nas amostras de TOV-21G avaliando os genes 18S (controle
endégeno), HSPA1A, HSPB1, TRAP1, HSPAI1L e HSPD1.
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18S ' HSPAIA HSERL

TRAP1 ' HSPAIL HSPDI1

Andlise da expressdo dos transcritos nas amostras de SKOV-3 avaliando os genes 18S (controle
enddégeno), HSPA1A, HSPB1, TRAP1, HSPAI1L e HSPD1.
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188 HSPAI1A

TRAP1 HSPA1L

Anexos

Analise da expressdo dos transcritos nas amostras de OV-90 avaliando os genes 18S (controle

endogeno), HSPA1A, HSPB1, TRAP1, HSPAILL e HSPD1.
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