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APRESENTAGAO

Cada vez mais percebemos, que no mundo da ciéncia, principalmente da
area da saude, nenhuma profissao trabalha sozinha, é necessario que varios
profissionais estdo envolvidos e engajados em conjunto, prezando pela, prevencéo,
diagnostico e tratamento de diversas patologias, visando sempre a qualidade de
vida da populacdo em geral.

A Coletanea Nacional “Difusédo do Conhecimento Através das Diferentes Areas
da Medicina” € um e-book composto por 4 volumes artigos cientificos, que abordam
relatos de caso, avaliacdes e pesquisas sobre doencas ja conhecidas da sociedade,
trata ainda de casos conforme a regido demografica, onde os locais de realizagao
dos estudos estao localizados em nosso pais, trata também do desenvolvimento de
novas tecnologias para prevenc¢ao, diagnéstico e tratamento de algumas patologias.

Abordamos também o lado pessoal e psicolégico dos envolvidos nos cuidados
dos individuos, mostrando que além dos acometidos pelas doencgas, aqueles que 0s
cuidam também merecem atencéo.

Os artigos elencados neste e-book contribuirdo para esclarecer que ambas as
profissbes desempenham papel fundamental e conjunto para manutencéo da saude
da populacdo e caminham em paralelo para que a para que a ciéncia continue
evoluindo para estas areas de conhecimento.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Lais Daiene Cosmoski
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RESUMO: O metabolismo basal do

Difusdo do Conhecimento Através das Diferentes Areas da Medicina 2

GLIOMA

microambiente cerebral € marcado por alto
anabolismo, tendo em vista a manutencao
da neuroplasticidade, funcionamento de
transportadores e canais ibnicos. Neste cenario,
a via metabdlica do acido félico e grupamentos
metila, as interfaces com algcas metabdlicas de
sintese de acidos nucleicos e transulfuragdo sao
muito relevantes para a manuteng¢do de eventos
celulares de sintese de macromoléculas,
controle da expressdo génica e manutengao
do equilibrio redox celular. Adicionalmente,
0 parénquima cerebral n&o possui rotas
metabdlicas para a depuragcéo da homocisteina,
aminodcido sulfurado e intermediéario citotoxico
da via do folato com propriedades pro-
oxidantes. Estes aspectos destacam-se no
contexto de tumores altamente proliferativos,
infiltrativos e difusos como gliomas, embebidos
em um microambiente marcado por baixa oferta
de oxigénio e nutrientes. Apesar do grande
impacto do metabolismo de grupamentos metila
no microambiente cerebral, esta via ainda é
pouco explorada nos tumores intracranianos.
O presente capitulo aborda sucintamente
o0 metabolismo do folato, sintese de acidos
nucleicos e transulfuragcéo, identificando seus
principais componentes e cofatores, bem
como o impacto de polimorfismos funcionais e

alteracGes moleculares no contexto de gliomas.
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Finalmente, sdo consideradas potenciais assinaturas do metabolismo de folato para
apoio a diagnoéstico, predicao de progndéstico, resposta a tratamento e possiveis alvos
para terapias adjuvantes em gliomas.

PALAVRAS-CHAVE: Glioma, metabolismo, grupamentos metila, polimorfismos do
folato, homocisteina

TRANSLATIONAL RELEVANCE OF METHYL GROUP METABOLISM INDICATORS
IN GLIOMA

ABSTRACT: The basal metabolism of the cerebral microenvironment is highly anabolic
due to maintenance of the neuroplasticity and proper functioning of transporters and
ion channels. In such context, the metabolic pathway of folic acid and methyl groups
and interfaces with metabolic loops of nucleic acids synthesis and transsulfuration
is very relevant for the maintenance of cellular events for cellular homeostasis, in
special synthesis of macromolecules, control of gene expression and redox balance.
Additionally, the cerebral parenchyma does not have metabolic pathways specific for
the clearance of homocysteine, a sulfur aminoacid and also cytotoxic intermediate
of the folate metabolic pathway due to its pro-oxidant properties. Such aspects are
highlighted in the context of highly proliferative, infiltrative and diffuse tumors such
as gliomas, embedded in a microenvironment marked by low oxygen and nutrient
supply. Despite the great impact of the metabolism of methyl groups in the cerebral
microenvironment, this metabolic pathway still is poorly explored in intracranial
tumors. This chapter discusses briefly the metabolism of folate, synthesis of nucleic
acids and transsulfuration pathways, identifying its main components and cofactors,
and the impact of functional polymorphisms and molecular alterations relevant for
malignant transformation in the context of gliomas. Finally, potential signatures of folate
metabolism are considered to support diagnosis, prediction of prognosis, response to
treatment and possible targets for adjuvant therapies in gliomas.

KEYWORDS: glioma, metabolism, methyl group, folate polymorphisms, homocysteine.

11 INTRODUCAO

Em condigbes fisiolégicas, o microambiente cerebral apresenta metabolismo
basal marcado por alta demanda biosintética, essencial para manutengcao
da neuroplasticidade, da neurotransmissdo, além da garantia do adequado
funcionamento e renovacdo de canais ibnicos, hormdnios e transportadores de
macromoléculas (Raichle, 2015; Camandola e Mattson, 2017). Neste microambiente
com acentuado anabolismo, a via metabdlica do acido foélico e de grupamentos
metila € de muita relevancia porque o adequado funcionamento e sua integracao
com alcas metabdlicas acessorias terdo papel crucial para a manutencao de
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eventos celulares relacionados com a sintese de macromoléculas (proteinas,
lipideos, acidos nucleicos, neurotransmissores), controle da expressao génica e
manutencao do equilibrio redox celular. Importante ressaltar que em condicbes
fisiolégicas, o parénquima cerebral ndo possui as duas rotas metabdlicas
primordiais para a depuracdo de homocisteina, metabdlito intermediario da via
do folato, reconhecidamente citotoxico em virtude de suas propriedades pré-
oxidantes (Skovierova et al., 2016). Tais particularidades do metabolismo cerebral
adquirem maior relevéancia no contexto de tumores intracranianos, em especial
para processos altamente proliferativos, infiltrativos e difusos como gliomas, que
também apresentam perfil anabdlico altamente acelerado (Adamson et al., 2010;
Chinnaiyan et al., 2012). A reprogramacao metabdlica representa um pilar crucial
para o processo da transformacao maligna, ao assegurar a viabilidade das células
tumorais e o fornecimento de bioblocos para produgcao de células transformadas,
inseridas num microambiente altamente heterogéneo e marcado por baixa oferta
de nutrientes e hip6xia (Hanahan e Weinberg, 2011; Pavlova e Thompson, 2016;
Netea-Maier et al., 2018; Wishart, 2019).

Assinaturas metabodlicastumorais especificas podemrepresentaroportunidades
unicas de biomarcadores em termos de progndéstico, de resposta a tratamento
além de indicar potenciais alvos para novas terapias adjuvantes (Wishart, 2019).
Pacientes com glioma tém prognéstico reconhecidamente sombrio em parte devido
ao diagnostico geralmente tardio, baseado em avaliagdes de imagem (ressonéncia
magnética nuclear — RMN) e achado histopatologico. Destaca-se ainda que a massa
tumoral pode permanecer latente no parénquima cerebral por muitos anos, até que
atinja volume detectavel pelos atuais métodos de imagem (Kérber et al., 2019). Neste
cenario, verifica-se uma baixa expectativa de vida para os pacientes acometidos
por esta doenca devastadora, tendo em vista: a) recorréncia tumoral, mesmo apés
tratamento agressivo (que inclui maxima resseccéao cirurgica possivel, radioterapia
e quimioterapia com multidrogas incluindo agente alquilante temozolomida — TMZ);
b) radio e quimioresisténcia em decorréncia da ativacao de células-tronco tumorais
durante o processo de progressao tumoral, e c) efeitos deletérios da terapia
padrao, que também associa doses massivas de corticosterdides para controle do
edema perilesional. Em conjunto, esta estratégia contribui para o enriquecimento
do microambiente tumoral em glicose e glutamina, combustiveis essenciais para a
sobrevivéncia, progressao e invasividade de células tumorais resistentes.

A metodologia de avaliagao histologica de gliomas, fundamentada nos critérios
de atipia nuclear, mitose, proliferacdo endotelial e necrose (Daumas-Duport et al.,
1988), associada aos graus | a IV de malignidade (Cavenee et al., 2007) bem como a
presenca ou auséncia de lesdes prévias (Kleihues e Ohgaki, 1999) guarda limitacdes
de diagndstico, prognéstico bem como de resposta a tratamento, ficando evidente
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a importancia da identificacdo de marcadores moleculares de relevancia clinica
capazes de refletir a heterogeneidade biologica dos gliomas (Verhaak et al., 2010).
Neste sentido, a Organizacao Mundial da Saude (OMS) redefiniu os critérios para
a classificacdo de tumores do SNC (Louis et al., 2016) incorporando marcadores
metabdlicos especificos como mutagdes na enzima isocitrato desidrogenase (IDH)
no diagnoéstico diferencial em gliomas. Isto ressalta a relevancia da reprogramacao
metabdlica das células transformadas no processo de progressdo dos gliomas
para um grau de maior malignidade. Esta nova perspectiva, na qual marcadores
genotipicos séo incorporados aos padrdes fenotipicos ja estabelecidos, fornece
subsidios para um diagnéstico mais acurado, para a melhoria no manejo do paciente
e determinagdes mais precisas de prognéstico, e de resposta a tratamento.

Neste capitulo abordaremos aspectos do metabolismo do folato incluindo
principais componentes, cofatores e alcas metabdlicas indispensaveis para a
sintese de acidos nucleicos (em condi¢cbes de anabolismo), e da transulfuracéo,
de grande relevancia na manutencao do equilibrio redox celular. Na sequéncia
abordaremos de forma sucinta, alteracbes genéticas capazes de comprometer o
adequado funcionamento de componentes-chave no metabolismo do folato, bem
como as alteragcbes moleculares resultantes no contexto da transformagao maligna.
Finalmente, considerando as especificidades do metabolismo cerebral em gliomas,
abordaremos o potencial translacional das assinaturas do metabolismo do folato para
apoio a diagnéstico, predicao de prognoéstico, resposta a tratamento e promissores

alvos para terapias adjuvantes em glioma.

2| METABOLISMO DO FOLATO E ALGCAS METABOLICAS PARA SINTESE DE
ACIDOS NUCLEICOS E TRANSULFURACAO

Em condigdes fisiologicas, o fino ajuste e a regulagdo do metabolismo do
folato exercem papel crucial em processos bioldgicos de controle da expressao
génica, proliferacdo e equilibrio redox celular. De fato, tais processos biolégicos
sdo de reconhecida relevancia para a génese e progressao tumoral (Pavlova e
Thompson, 2016) especialmente em tumores altamente proliferativos e infiltrativos
como o glioma.

Folato consiste de termo genérico empregado para designar uma familia
de compostos quimicamente relacionados ao acido félico (figura 1a), os quais
representam diferentes formas da vitamina B9. Esta vitamina em sua forma sintética
(acido folico, folato) € empregada em programas de suplementacéo alimentar devido
a sua maior estabilidade e biodisponibilidade. Os folatos presentes naturalmente
em alguns alimentos (feijao, lentilha, ervilha, espinafre, aspargos, alface) séo
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quimicamente mais instaveis que a molécula sintética porque sdo passiveis de
clivagem oxidativa no anel pteridina e estdo na forma de tetrahidrofolato (THF). Folato
THF e seus derivados apresentam em sua cadeia lateral entre 3 e 11 moléculas de
acido glutamico ligadas por ligacdes peptidicas (figura 1b). Essas formas de folato
poliglutamatos sao os substratos preferenciais da maioria das enzimas dependentes
de folato (Suitor e Bailey, 2000; Basset et al., 2005; Shane, 2008; Jha et al., 2015).
Folatos desempenham papel crucial nos processos fisiologicos de crescimento
e replicagdo celular porque atuam como doadores e aceptores de grupamentos
metila (blocos de um carbono) para a sintese de nucleotideos e metionina, com
papel importante na manutencédo do estado de metilacdo da célula (Scott et al.,
2000; Ulrich et al., 2002; Shane, 2008; Nazki et al., 2014). Plantas e bactérias sao
capazes de sintetizar o acido félico, mas humanos e outros animais ndo possuem
esta capacidade, adquirindo essa vitamina na forma de poliglutamato a partir da
dieta (Basset et al., 2005; Jha et al., 2015). O folato da dieta, ndo é capaz de
atravessar a membrana celular quando a cauda de poliglutamato possui mais que
trés atomos de carbono. Nos mamiferos, a absor¢céo de poliglutamatos ocorre no
intestino delgado onde a enzima glutamato carboxipeptidase Il (GCPII) hidrolisa
os compostos poliglutamatos formando monoglutamatos (Nazki et al., 2014). A
natureza aniénica e hidrofilica desta molécula em pH fisiol6gico ndo permite sua
difusdo passiva pela membrana plasmatica, sendo necessério a acao de proteinas
carreadoras para viabilizar a captacédo e o transporte de folato para o interior da
célula. O acido folico (figura 1a), a forma mais estavel de folato precisa ser reduzido
in vivo a di-hidrofolato (DHF) e tetrahidrofolato (THF) pela adicdo de atomos de
hidrogénio ao anel pirazina da pteridina nas posicdes 7 € 8 (DHF) e 5, 6, 7 € 8 (THF).

0 o
N
H )
N 0
Y 10 0
0
Pteridina Acido p-Aminobenzéico Glutamato

Acido Pteréico

Figura 1a: Estrutura quimica do acido folico, pteroil glutamato (Adaptado de Shane 2008)
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Figura 1b: Estrutura quimica de THF e moléculas relacionadas (Adaptado de Basset, 2005).

Em mamiferos, existem pelo menos trés tipos de proteinas carreadoras de
folato:

+ Transportador aniénico transmembrana especifico da forma reduzida de
folato, de distribuicao tissular universal (RFC, SLC 19A1);

+ Carreador ligado a residuos glicosil-fosfatidilinositol com alta afinidade por
prétons (PCFT) com 6tima atividade em pH acido (em torno de 5,5);

+ Carreador de superficie de membrana, ligado a residuos de glicosil-
fosfatidilinositol com alta afinidade ao folato (FR) (Guo et al., 2017).

Afigura 2 ilustra o metabolismo do folato e as algcas metabdlicas para a sintese
de DNA e a transulfuracdo (Ulrich et al., 2002; Nazki et al., 2014; Skovierova et
al., 2016). No interior da célula, a forma circulante de folato, 5-metiltetrahidrofolato
(5-metil-THF) atua como doador de grupamentos metila para a conversdo da
homocisteina a metionina pela acdo da enzima metionina sintase (MTR), na
presenca de vitamina B12 (cobalamina) como cofator desta reacédo. A vitamina B12
também pode ser oxidada a uma forma inativa e a enzima metionina sintase redutase
(MTRR) ativa o complexo inativo oxidado B12-MTR. Em uma etapa seguinte, e a
partir do precursor metionina € formado o composto S-adenosil-metionina (SAM),
um doador universal de grupamentos metila em varias reagdes celulares, incluindo
a metilacdo do DNA e a sintese de neurotransmissores. O tetrahidrofolato (THF)




resultante é convertido pela acédo da enzima serina hidroximetiltransferase (SHMT)
a 5,10-metilenotetrahidrofolato (5,10-metileno-THF), considerado um intermediario
critico no metabolismo do folato. 5,10-metileno-THF pode ser direcionado para
a sintese de timidina pela acdo da enzima timidilado sintase (TS) para a sintese
de purinas ou ainda, seguir para a sintese de metionina pela catalise irreversivel
pela acdo da enzima metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR). A enzima TS atua
na transferéncia de grupamentos metila de 5,10-metileno-THF para deoxiuridina
monofosfato (dUMP), formando como produtos dihidrofolato (DHF) e deoxitimidina
monofosfato (dTMP). A enzima dihidrofolato redutase (DHFR) regenera o THF a
partir do DHF formado na etapa anterior. 5,10-metileno-THF e THF podem seguir
para a sintese de purinas pela inclusao de residuo formil.

Homocisteina é um aminoacido sulfurado nao-essencial que nao participa
da sintese de proteinas, porém apresenta propriedades neurotoxica, inflamatoria
e também altera a integridade da barreira hematoencefalica — BHE (Skovierova
et al., 2016). Além da rota dependente de folato (5-Metil-THF) e vitamina B12,
a homocisteina também pode ser depurada por metilacdo da betaina (Bet),
sendo convertida a metionina. Esta depuragcdo também pode ocorrer pela via da
transulfuracéo, inicialmente pela agcdo da enzima cistationina beta sintase (CBS),
culminando com a producgéo de glutatiao (GSH) e taurina. GSH é um intermediario
metabdlico detentor de propriedades antioxidantes, desempenhando também
importante papel no equilibrio redox celular e na detoxificacdo de xenobibticos
(Bachhawat e Kaur, 2017). Taurina € um aminoacido ndo proteinogénico com
propriedade antioxidante, osmorreguladora e protetora de biomembranas, além
de exercer papel neuroprotetor, anti-inflamatoério e anti-apoptético (Lambert et al.,
2015).
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Figura 2: Metabolismo do folato, algas de sintese de acidos nucleicos (1), metilagao (I1) e
transulfuracao (lll), com substratos (rosa), enzimas (amarelo) e cofatores (azul). A: adenosina;
ATP: adenosina tri-fosfato; B2: vitamina B2; B6: vitamina B6; B12: vitamina B12; Bet:
betaina; C: citosina; CBS: cistationina beta-sintase; CH3: grupamento metila; Cho: colina;
CSE: cistationase; DHF: dihidrofolato; DHFR: dihidrofolatoredutase; dTMP: deoxitimidina
monofosfato; dUMP: deoxiuridina monofosfato; FPGS: folato-poliglutamato sintase; GCPII:
glutamato carboxipeptidase IlI; GSH: glutatido reduzido; hFR: receptor de folato humano; G:
guanina; Heys: homocisteina; GCP Il: glutamato carboxipeptidase Il; GSH: glutatido reduzido;
MTHFR: 5,10-metilenetetrahidrofolato redutase; MTR: metionina sintase; MTRR: metionina
sintase redutase; RFC: carreador de folato reduzido; SAH: S-adenosil homocisteina; SAM:
S-adenosilmetionina; SHMT: serina hidroximetiltransferase;T: timidina; THF: tetrahidrofolato;
TS: timidilato sintase, U: uracila; X: substratos para metilagéo (acidos nucleicos, proteinas,
glicina, nicotinamida, neurotransmissores). Adaptado de deGarland, 1999; Ulrich, Robien et al.,
2005; Toroser and Sohal, 2007; Vitvitsky, Mosharov et al., 2013; Nazki, Sameer et al., 2014;
Skovierova, Vidomanova et al., 2016.
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2.1 Polimorfismos funcionais em componentes da via do folato

Estudos de associacdo genética visam investigar o possivel relacionamento
entre diferentes variantes polimérficas como fatores de risco ou protecao em
doencgas, notadamente no cancer, incluindo gliomas (Bethke et al., 2008; Zhang
et al., 2013; Chen et al., 2017). Entretanto, variacbes em genes codificantes de
enzimas regulatérias, em especial de vias metabdlicas criticas para a génese e
progressao tumoral, podem comprometer a fun¢cédo da enzima final codificada com
impacto no metabolismo e nahomeostasia celular. Na era da Medicina personalizada,
a farmacogendmica surge como uma poderosa ferramenta no mapeamento
individualizado de pacientes, contribuindo de forma significativa no direcionamento
do tratamento como ferramenta auxiliar preditiva de metabolizacédo de farmacos e /
ou micronutrientes, de resposta e toxicidade a intervencdes especificas (Mackenzie
e Hall, 2017).

Com relacéo a via do folato e sua interface com algas metabdlicas de sintese
de acidos nucleicos e transulfuracao, varios polimorfismos sao avaliados quanto
ao impacto funcional para enzimas-chave, tais como DHFR (Ozaki et al., 2015),
TS (Wang et al., 2017), CBS (Kim et al., 2016) e MTHFR (Zhong et al., 2018),
destacando-se também a importancia do funcionamento dos receptores de folato
para a adequada internalizacao celular do micronutriente (Stover et al., 2017). Ao
se considerar que a enzima MTHFR exerce papel modulador nas vias de metilacéao
e de sintese de acidos nucleicos, uma vez que converte de forma irreversivel
o intermediario 5,10-metileno-THF a 5-metil-THF é muito importante avaliar
polimorfismos funcionais no gene que codifica esta enzima, bem como seus efeitos
quanto a metilacdo do DNA e aos niveis circulantes de homocisteina, em especial
no contexto de tumores intracranianos, marcadamente no cenario altamente
proliferativo e infiltrativo dos gliomas.

O polimorfismo rs1801133 (C677T) no gene que codifica a enzima MTHFR
determina a substituicdo do residuo de citosina (C) para timidina (T) no nucleotideo
677, resultando na mudanga do aminoacido alanina por valina na proteina codificada.
Esta alteracdo leva a transcricdo de uma enzima instavel com reducdo da sua
atividade (Frosst et al., 1995). Estudos subsequentes (Van Der Put et al., 1998)
identificaram neste mesmo gene outro polimorfismo funcional, 0 rs1801131(A1298C),
marcado por transicdo de adenosina (A) por citosina (C) no nucleotideo 1298,
determinando a troca do aminoacido glutamato por alanina na proteina codificada.
Ambos os polimorfismos, isolados ou combinados em heterozigose (Stern et al.,
2000) exercem efeito sinérgico para a reducao na atividade da enzima codificada
(figura 3) resultando em hipometilagcédo global do DNA e hiperhomocisteinemia.

Estes dois eventos moleculares s&o reconhecidamente alteragcdes marcantes em
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diversos tipos de tumores, incluindo os gliomas.

100%
83%

B66%

48%

% Atividade enzima MTFR

24%

CC_AA AC CT CT_AC TT

Variantes polimérficas C677T e A1298C

Figura 3: Representacao da atividade enzimatica de MTHFR em decorréncia de polimorfismos
funcionais rs1801133 (C677T) e rs1801133 (A1298C). Combinacéo de genotipos CC_AA
considerada como referéncia (100% da atividade enzimatica) em fungdo da auséncia de alelos
polimérficos para ambos os polimorfismos. Adaptado de http://www.iversongenetics.com/mthfr.
html

2.2 Desequilibrio na via do folato e transformacao maligna

Em condi¢des fisioldgicas, verifica-se que o padréo de metilagcéo global do DNA
genbmico oscila entre 60 e 90% (Ziller et al., 2013). Diversos fatores influenciam
estes niveis, tais como alimentacédo, envelhecimento, variantes genéticas, uso de
medicamentos, fatores ambientais, inflamacao, estilo de vida (Na et al., 2014).
Contudo ja é reconhecido o padrao de hipometilacao global do DNA em diversos tipos
de cancer, incluindo gliomas (Kreth, Simone et al., 2014). O padréo de hipometilacéao
no processo da transformacédo maligna consiste de evento precoce e também de
gatilho para a tumorigénese em glioblastoma (Nagarajan e Costello, 2009). Sabe-
se também que a hipometilagcdo global do DNA estd associada a instabilidade
genbmica, a ativacdo de oncogenes, ao grau de agressividade, proliferacdo e
invasividade das células transformadas (Nagarajan e Costello, 2009). O fendétipo
hipometilado do DNA é compativel com o perfil anabdlico e altamente proliferativo
dos gliomas. A reprogramacao metabdlica das células transformadas ocorre como
uma estratégia adaptativa que prioriza o direcionamento de esqueletos de carbono
para a sintese de macromoléculas (por exemplo, acidos nucleicos, proteinas) e
também para o metabolismo de fosfolipideos, em especial a fosfatidilcolina como
principal componente das membranas bioldgicas (Mauro et al., 2000; Chinnaiyan
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et al., 2012). Essa reprogramacdo metabolica afeta diretamente o controle da
expressao génica pela hipermetilacdo de genes supressores tumorais e de reparo
do DNA que controlam processos estratégicos como regulacdao do ciclo celular,
apoptose, invasividade favorecendo a progresséo tumoral (Kreth, S. et al., 2014;
Rasime, 2015; Lan et al., 2018; Wishart, 2019). O silenciamento por metilacdo do
gene que codifica a enzima MGMT atualmente é considerado um marcador para fins
preditivos de resposta a quimioterapia com temozolomida em glioma, evidenciando-
se melhor resposta nos pacientes que apresentam metilacdo na regiao promotora
desse gene. Ademais, o controle da expressao génica por hipermetilacdo dos genes
de supressores da sinalizacao de citocinas (SOCS1 e SOCSS3) envolvidos na via de
sinalizacdao JAK/STAT diretamente relacionada com proliferacéo e morte celular por
apoptose esta associado a radiorresisténcia e pior prognéstico em pacientes com
glioma (Ventero et al., 2019).

Em condigdes fisioldgicas, os niveis circulantes de homocisteina variam entre 5
e 12 micromolar. Considera-se hiperhomocisteinemia a niveis plasmaticos acima de
16 micromolar. Contudo, niveis maiores que 100 micromolar indicam uma condi¢céo
de hiperhomocisteinemia severa geralmente associada a desordem metabdlica
inata rara caracterizada por deficiéncia na atividade da cistationina beta-sintase
(CBS) e de vitamina B12 com dosagem plasmatica de até 500 micromolar (Petras
et al., 2014).

Além dos fatores genéticos que comprometem o adequado funcionamento
das enzimas CBS, MTHFR (incluindo o polimorfismo rs1801133- C677T) e MTR,
a presenca de niveis adequados de cofatores como folato, vitaminas B12 e B6
além de fatores ambientais (Ganguly e Alam, 2015) podem contribuir para os
quadros de hiperhomocisteinemia. Importante ressaltar que drogas (anti-folato,
anti-convulsivantes, tamoxifeno, corticosteroéides, teofilina) além de determinantes
fisiolégicos (idade, sexo, funcado renal); presenca de co-morbidades (diabetes,
hipo ou hipertireoidismo) e estilo de vida (consumo de alcool, dieta, tabagismo,
pratica de exercicios fisicos) também podem influenciar nos niveis circulantes de
homocisteina (Refsum et al., 2004; Belcastro e Striano, 2012).

Como consequéncias da hiperhomocisteinemia, observam-se complicacdes
cardiovasculares (incluindo tromboembolismo) e processos neurodegenerativos
(Hasan et al., 2019; Wishart, 2019).Importante destacar que a homocisteina também
possui propriedades pré-convulsivantes, sendo utilizada em modelos murinos para
inducao de epilepsia (Baldelli et al., 2010). Grande parte dos efeitos citotoxicos da
homocisteina resulta de sua propriedade pro-oxidante indutora de espécies reativas
de oxigénio (ROS), da peroxidacao de lipideos, acidos nucleicos, carboidratos e
alteracédo no enovelamento de proteinas no reticulo endoplasmatico (Ganguly e
Alam, 2015). Também é reconhecida sua capacidade de promover modificacoes
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estruturais e funcionais de proteinas por homocisteinilacéo pela formacao de pontes
dissulfeto. Assim, o potencial redox global das proteinas se altera, potencializando
o estresse oxidativo e ativando a resposta inflamatoria. Homocisteina e proteinas
modificadas por homocisteinilagcdo também podem alterar a estrutura da cromatina
e o0 controle da expressao de genes relacionados a coagulagdo sanguinea e ao
metabolismo de grupamentos metila, aminoacidos sulfurados e lipideos (Skovierova
et al., 2016).

2.3 Relevancia do metabolismo do folato no microambiente cerebral

O tecido cerebral em adultos apresenta demanda energética elevada para seu
metabolismo basal representando apenas 2% do peso corporal, porém responde por
cerca de 20% do consumo energético total, ou seja, 10 vezes a mais que o previsto
por seu peso individual. Em condi¢des fisiol6gicas, o custo metabdlico cerebral basal
€ fortemente impactado pelas vias anabdlicas, ja que os processos de biossintese
sdo muito importantes para manter a plasticidade sinaptica, a neurotransmissao
e o adequado funcionamento e renovacao de canais ibnicos e transportadores de
macromoléculas (Raichle, 2015; Camandola e Mattson, 2017).

O metabolismo de grupamentos metila gera como produtos varios compostos
essenciais para a biossintese de macromoléculas (proteinas, lipideos, acidos
nucleicos) com papel crucial para proliferacado e diferenciacdo celular (Amelio et
al., 2014). Importante ressaltar que o tecido cerebral ndo possui as duas rotas
principais para eliminacdo da homocisteina que sé&o: i) conversdao a metionina
mediada por betaina (auséncia da enzima betaina-homocisteina metil transferase)
e ii) transulfuracdo para obtencdo de cisteina devido a auséncia da enzima
cistationase. Desta forma, a via metabdlica folato / B12 & a principal via de
depuracao da homocisteina. Neste cenario, o parénquima cerebral, bem como a
sua vasculatura, ficam altamente susceptiveis aos efeitos deletérios resultantes
do aumento nos niveis de homocisteina no microambiente cerebral (Skovierova
et al., 2016). Além disso, a homocisteina age como agonista de receptores de
glutamato (metabotropicos e ionotrépicos) e de receptores NMDA (N-metil-D-
aspartato). O aumento na sinalizagcdo desses receptores resulta no aumento dos
niveis intracelulares de calcio, na producao de radicais livres e ativacéo da via das
caspases que em conjunto determinam os mecanismos de morte celular (Skovierova
et al., 2016; Wishart, 2019).

A citotoxicidade mediada por homocisteina afeta neurdnios e células da
glia, comprometendo a homeostase cerebral, a neurogénse, o remodelamento da
substancia cinzenta e o metabolismo energético. Além disso, a homocisteina é capaz
de alterar a integridade da barreira hematoencefalica (BHE). Este efeito deletério
sobre a BHE também €& decorrente de um aumento na atividade da metaloprotease
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9 (MMP-9) e diminuicdo de seu respectivo inibidor TIMP-4, tanto por acéo direta
da homocisteina, como por acéo de radicais livres que ativam a neuroinflamacéo.
As propriedades agonistas da homocisteina nos receptores GABA e NMDA das
células endoteliais contribui para aumentar a permeabilidade vascular cerebral e
alterar a integridade da BHE (Skovierova et al., 2016; Wishart, 2019). E importante
ressaltar que a integridade da BHE é fator crucial para garantir os niveis adequados
de folato no cérebro, que precisam ser superiores em relacéo ao plasma, de forma
a garantir as demandas metabdlicas do microambiente cerebral, uma vez que o
metabolismo de grupamentos metila também desempenha papel fundamental na
sintese e degradacéo de neurotransmissores (Stover et al., 2017).

No contexto de adaptacdo metabdlica das células transformadas, além da
extrema importancia dos folatos como aceptores, carreadores e doadores de
grupamentos metila em processos anabodlicos primordiais para a sobrevivéncia
tumoral, destaca-se também a importancia dos aminoacidos serina e glicina
neste conjunto de reagdes, tanto no sentido de atuarem diretamente como blocos
de construcdo de macromoléculas (em especial proteinas, acidos nucleicos e
lipideos), como doadores de grupamentos metila para intermediarios funcionais
como adenosina, guanosina e nicotinamida. De fato, verifica-se 0 aumento na
expressdo de enzimas-chave do metabolismo desses aminoacidos em células
tumorais localizadas na regidao de pseudopalicada e ao redor do foco necrético, que
€ um microambiente com alto indice de morte celular (Kim et al., 2015; Newman
e Maddocks, 2017). As células do glioma dependem da metionina exdégena para
manter as demandas de proliferacéo, sobrevivéncia e o padrao de hipometilacao.
Ao contrario das células normais, as células tumorais quando privadas de metionina
interrompem o ciclo celular na fase S/G2, ficando mais susceptiveis aos agentes
quimioterapicos (Hoffman, 2015; Palanichamy et al., 2016).

31 POTENCIAL TRANSLACIONAL DE BIOINDICADORES METABOLICOS EM
GLIOMA

Apesar da extremarelevancia e impacto do metabolismo de grupamentos metila
no microambiente cerebral, atualmente esta via metabdlica ainda é pouco explorada
em gliomas (Strickland e Stoll, 2017). Entretanto, ao se considerar a reprogramacéao
metabdlica como uma assinatura da transformag¢ao maligna (Hanahan e Weinberg,
2011; Wishart, 2019), podem ser vislumbradas algumas oportunidades de aplicacdes
na pratica clinica, seja para fins de apoio ao diagnéstico, como indicativos de
prognostico, de resposta a tratamento ou sugestivo de novas terapias adjuvantes,
capazes de aumentar a qualidade de vida do paciente com glioma.
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3.1 APOIO AO DIAGNOSTICO E PREDITIVO DE PROGNOSTICO

O metabolismo diferenciado da metionina entre células de glioma e parénquima
cerebral permite o emprego do composto "C-metionina ("C-Met) em exames
de imagem auxiliando na identificacdo de diferentes estagios da progressdo de
gliomas (Takano et al., 2016). Esta metodologia ndo invasiva para a avaliacdo dos
gliomas ainda apresenta maior especificidade para a diferenciacdo entre areas de
efetiva atividade tumoral (recorréncia) das areas com infiltrado inflamatério e/ou
radionecrose (Xu et al., 2017). Exames de imagem né&o invasivos com a utilizacao
de "Fluoroglutamina (®FGIn) sdo empregados para avaliacdo da progressao de
gliomas in vivo. Ao contrario das células sadias, as células transformadas exibem
extrema avidez por glutamina para viabilizar os processos de proliferacdo celular;
sintese de ATP;manutencao do equilibrio redox e para a producao de biomoléculas
(proteinas, lipideos e acidos nucleicos) da massa tumoral em constante processo
de reprogramacao para progressao (Venneti et al., 2015; Still e Yuneva, 2017).

AlteracOes genéticas na enzima isocitrato desidrogenase (IDH) em gliomas
de baixo grau estdo associadas ao fenétipo hipermetilado do DNA e a um melhor
prognoéstico (Turcan et al., 2012). A modificacdo epigenética no padréo de metilagcao
global do DNA esta associada a progressao tumoral em gliomas (Cadieux et al.,
2006) sendo um potencial biomarcador de recorréncia e agressividade que pode ser
detectado por metodologia ndo invasiva em amostras de sangue periférico (Heyn
e Esteller, 2012).0 aumento do nivel plasmatico de homocisteina guarda relacéao
inversacom ametilacao globaldo DNA (Sharma, Meenakshi etal.,2015), observando-
se discreta hiperhomocisteinemia em pacientes com glioma recém diagnosticados
(Sciacca et al., 2004). Uma boa estratégia para reducédo dos niveis circulantes de
homocisteina consiste na suplementacéao nutricional de cofatores da via do folato,
desde que o individuo ndo tenha polimorfismos funcionais em genes codificantes
de enzimas-chave desta via comprometendo o adequado funcionamento. Mudanca
no quadro de hiperhomocisteinemia em gliomas poderia agregar maior qualidade
de vida ao paciente, eventualmente reduzindo as crises convulsivas, os eventos
adversos neurocognitivos das drogas antiepiléticas carbamazepina, fenitoina,
fenobarboital e primidona (Perucca e Gilliam, 2012), e os eventos trombdticos
associados aos efeitos deletérios da homocisteina na vasculatura. Além disso, a
interacao de fenitoina com corticosterbides (dexametasona) requer ajuste de dose
para manutencdo dos niveis plasmaticos da medicacdo anticonvulsivante (Bénit
e Vecht, 2016). Cabe ressaltar que esta categoria de medicamentos aumenta o
catabolismo e eliminagao do folato (Belcastro e Striano, 2012; Sharma, M. et al.,
2015) resultando no aumento dos niveis de homocisteina no microambiente cerebral

ja deficiente na sua depuracgao.
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3.2 TERAPIAS ADJUVANTES

A terapia padrao para manejo de paciente com glioblastoma consiste de
qguimioterapia citotoxica, combinada a altas doses de esterdides e radiacao (Stupp et
al., 2005), que em conjunto aumenta a inflamacé&o estabelecendo um microambiente
tumoral rico em glicose e glutamina, principais combustiveis para a sobrevivéncia
de células-tronco tumorais, invasado e progressao tumoral (Seyfried, Thomas N et
al., 2015). Neste contexto, a restricdo de nutrientes essenciais para a progressao
tumoral, bem como a suplementacdo de cofatores capazes de restabelecer a
homeostasia celular podem representar alvos potenciais para terapia metabdlica
em pacientes com glioma.

A dieta cetogénica associada a restricdo de glutamina (Mukherjee et al.,
2019) 2019) induz morte de células tumorais, reduz o edema vasogénico e a
neuroinflamac&o, com aumento na sobrevida de pacientes com glioma. Essa
estratégia proporcionaum estado de hipoglicemia, no qual corpos cetdnicos ofertados
em niveis terapéuticos como principal substrato energético sdo prontamente
utilizados por células néo transformadas do parénquima cerebral, mas ndo pelas
células tumorais que, por causa do dano mitocondrial, tém comprometimento da
fosforilacao oxidativa (Mukherjee et al., 2019). A dieta com restricao cal6rica detém
propriedades anti-angiogénicas, anti-inflamatérias e pro-apoptéticas, além de
reduzir a oferta de substratos fermentaveis no microambiente tumoral (Seyfried,
T. N. et al., 2015). Estudos in vitro apontam que a dupla restricdo de metionina e
cistina causa morte das células tumorais por autofagia em decorréncia do estresse
oxidativo (Liu et al., 2015), podendo ser esta uma outra abordagem baseada na
terapia metabdlica em glioma.

Suplementacdo com folato evidenciou uma contencdo nos processos de
iniciacdo e progressao tumoral em modelo experimental murino de gliomagénese
(Cartron et al., 2012). Entretanto, hd que se observar que o excesso de folato
pode eventualmente induzir tumorigénese porque o receptor de folato alfa pode
atuar como fator de transcricdo para ativacdo de oncogenes; aumento do mRNA
e da expressdo da proteina Notch em células-tronco neural embrionarias em
murinos. Esta proteina esta envolvida em via de sinalizagdo crucial na dinamica de
manutencao de células-tronco e diferenciacdo, sendo também muito importante na
neurogénese no cérebro adulto, tendo componentes desta via expressos na zona
subventricular e giro dentado. A ativacao anormal desta via de sinalizagao celular
pode estar associada a tumorigénese de tumores cerebrais, tais como astrocitoma
de alto grau, incluindo o glioblastoma (Mohanty et al., 2017).
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3.3 RESPOSTA A TRATAMENTO

O controle epigenético da expressao génica ocorre em nivel de DNA, histonas
e RNA em processos de metilacdo do DNA; metilacao, acetilacao e fosforilacao de
histonas, e silenciamento de genes por micro-RNAs (Johnson et al., 2015), sendo
importante ressaltar que a metilacdo do DNA é um evento reversivel, dinamico e
tecido-especifico, exercendo importante papel no controle da expressao génica e
na manutencéo da estrutura do DNA. Atualmente, o silenciamento epigenético por
metilagcdo no gene que codifica a enzima O6-metilguanina-DNA-metil transferase
(MGMT) de reparo do DNA em gliomas ja é reconhecido como biomarcador
preditivo de melhor resposta a tratamento quimioterapico com o agente alquilante
temozolomida (TMZ) (Gusyatiner e Hegi, 2018). No contexto de terapias metabdlicas
como adjuvantes no manejo de gliomas, a presenca de polimorfismos funcionais
em genes que codifiquem componentes chaves de vias metabdlicas criticas na
sobrevivéncia tumoral pode ser sugestiva de prognostico e de resposta a tratamento.
Entretanto, ao se considerar a natureza dindmica e heterogénea da massa tumoral,
bem como suas interagdes com os diferentes microambientes que a circundam, além
da participacado de diversos cofatores no metabolismo celular, torna-se de grande
importancia para a integracdo dos achados genéticos as avaliagées bioquimicas
correlatas.

41 CONCLUSOES

Indicadores metabdlicos circulantes, genéticos e epigenéticos, quando
avaliados de forma periddica, continuada e integrada, podem indicar oportunidades
para intervencdo multidisciplinar personalizada, capaz de mudar o enquadramento
do glioma de doencga controlavel com maior sobrevida para os pacientes.
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