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RESUMO

Os tumores do sistema nervoso central estdo associados a uma elevada taxa de
morbidade e mortalidade, sendo que os meduloblastomas representam um grupo
heterogéneo de tumores primarios malignos, com caracteristicas agressivas e
tendéncia a formacdo de metastases. A terapia vigente para tratamento de
meduloblastomas envolve, cirurgia, radioterapia e quimioterapia adjuvante. A
terapéutica deste tumor € direcionada a minimizacdo dos efeitos adversos a longo
prazo, bem como uma maior efetividade dos farmacos antineoplasicos. Os inibidores
da histona desacetilase (IHDAC) sdo agentes epigenéticos que exibem atividades
antitumorais em modelos experimentais para estudo meduloblastoma. O fingolimode
(FTY720), um agente imunossupressor, atualmente utilizado no tratamento da
esclerose multipla, também pode ter atividade antineoplésica e atuar como iHDAC. O
objetivo de nosso trabalho foi analisar a acdo antineoplasica do fingolimode em
culturas de meduloblastoma humano (linhagens celulares D283 e DAQY), bem como
sua acado epigenética. As células em estudo foram tratadas com diferentes
concentracdes de fingolimode (5, 7.5 ou 10 Mm). A viabilidade celular foi analisada
por meio de contagem celular através de um hemocitdmetro e a sobrevivéncia celular
por andlise de formacdo de coldnias. A¢cdo epigenética do fingolimod foi estudada
mediante acetilacdo da histona H3 medida por método de ELISA. Assim, foi
observado que o fingolimode nas concentragdes de 7,5 ou 10 uM, foram capazes de
induzir uma reducdo significativa na viabilidade celular em culturas de
meduloblastomas de ambas linhagens celulares, sendo que resultados semelhantes
foram observados para a inibicdo da sobrevivéncia celular. Em ambas as linhagens
celulares, o fingolimode também levou a um aumento significativo nos niveis de
acetilacao de histonas H3. Nossos resultados fornecem evidéncias indicando que o
fingolimode apresenta atividades antineoplasica por provavel mecanismos
epigenético .

Palavras-chaves: Fingolimode; FTY720; Acetilagdo de histonas; Meduloblastoma;
Tumor cerebral.



ABSTRACT

Central nervous system (CNS) tumors are associated with a high morbidity and
mortality rate, and Medulloblastoma (MB) represents a heterogeneous group of
malignant primary tumors, with aggressive characteristics and tendency to metastasis.
Current therapy for treatment of medulloblastomas involves surgery, radiotherapy, and
adjuvant chemotherapy. MB therapy has been directed to the minimization of long-
term adverse effects, as well as to a greater effectiveness of new drugs directed to this
extremely aggressive oncology pathology. Histone deacetylase inhibitors (HDACIS)
are epigenetic agents that exhibit antitumor activities in experimental medulloblastoma
(MB). Fingolimod (FTY720), an immunosuppressive agent currently used in the
treatment of multiple sclerosis, also has anticancer actions and can act as HDACI.
Here we examine whether fingolimod can inhibit the viability and survival of human MB
cells, and whether the effects are accompanied by increased histone acetylation. In
these study, D283 and DAOY MB cells were treated with different doses of fingolimod
and their cell viability was evaluated by counting cells in a hemocytometer and cell
survival was analyzed by colony formation assay. Histone H3 acetylation was
measured with an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Thus, fingolimod at
a dose of 7.5 or 10 uM was able to induce a significant reduction in cell viability in D283
and DAOY cultures, and similar results were observed for inhibition of cell survival. In
both cell lines, fingolimod also led to a significant increase in acetylated H 3 levels.
These results provide early evidence indicating that fingolimod induces antitumor
activities in MB through an epigenetic mechanism in an increase in histone H3
acetylation is observed.

Keywords: Fingolimod; FTY720; Histone acetylation; Medulloblastoma; Brain tumor.
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1 INTRODUCAO
1.1 REVISAO DE LITERATURA

Os tumores do sistema nervoso central (SNC) estdo associados a uma
elevada taxa de morbidade e mortalidade. Sdo considerados os tumores com maior
incidéncia entre as criancas, perdendo apenas para as leucemias (OSTROM et al.,
2013).

Os meduloblastomas representam um grupo heterogéneo de tumores
primarios malignos, com caracteristicas agressivas e tendéncia a formagdo de
metastases. Sua etiologia ainda é muito controversa, porém especula-se que estejam
associados a ativacado de cascatas de sinalizacao, rotas transcricionais e estados da
cromatina que promovam ou mantenham a manutencdo da polaridade celular na
diferenciacdo celular neuronal (SINGH et al, 2016). Para o desenvolvimento dos
circuitos neuronais do SNC, além de se diferenciarem, é preciso que as células
precursoras neuronais migrem de uma zona germinativa até o destino final. Moléculas
de sinalizagcdo, como algumas quinases (LKB1/SAD), estdo associadas a esta
diferenciacao e recrutamento celular. Defeitos neste mecanismo estéo relacionados
ao desenvolvimento de patologias neurodegenerativas e neurodesenvolvimentais
como os meduloblastomas (SINGH et al., 2016).

No desenvolvimento do cerebelo, a migracdo das células granulares ocorre
em duas etapas. Os progenitores neuronais e 0s neurdnios granulares cerebelares
migram tangencialmente proximos a superficie cerebelar na camada granular externa,
engquanto as outras células migram radialmente da zona germinativa, pela camada
molecular, até a camada granular interna. Nos meduloblastomas, excessiva
sinalizacdo da atividade mitogénica rompe o intricado balanco da saida da zona
germinativa por meio de mecanismos desconhecidos de motilidade (POLKINGHORN
et al., 2007; SINGH et al., 2016).

Os meduloblastoma se originam das células precursoras das células
granulares do cerebelo (FIGURA 1). A célula de Purkinje fornece o sinal para essas
células iniciarem a proliferagdo ao secretar a glicoproteina Sonic hedgehog (Shh).
Apébs a expansao, elas saem do ciclo celular e se movem em direcdo a zona interna
da camada granular interna, onde se diferenciam e migram para o interior das fibras
gliais de Bergmann para formar essa camada celular. Os mecanismos envolvidos para

o desenvolvimento de células granulares aberrantes que resultam no meduloblastoma
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incluem excesso de sinalizacdo para proliferacdo de células precursoras da camada
granular ou auséncia de auséncia de sinais reguladores para divisdo dessas células
(POLKINGHORN et al., 2007). Sob desenvolvimento normal, os GPCs sofrem
proliferacdo maci¢ca na camada granular externa ao receber o sinal SHH das Células
Purkinje. Os GPCs entdo saem do ciclo celular e comegcam a se diferenciar e migrar
para baixo para formar o CGI. Desenvolvimento de células granulares desreguladas,
incluindo sinais excessivos de proliferagdo de PPCs ou auséncia de sinais para cessar
a diviséo, pode resultar na formacéo de meduloblastoma. Abrevia¢des: EGL, Camada
Externa Granular; PCG, precursor de células granulares; IGL, camada interna de

granular; SHH, sonic hedegehog; PCL, camada celular de Purkinje.

Figura 1 - Desenvolvimento de células granulares e tumorigénese de meduloblastoma
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Fonte: Polkinghorn et al.(2007)

Uma hipersinalizacdo SHH nas células GPCs na camada granular interna
geralmente resulta em aberragcdes moleculares que acabam no deselvolvimento do
meduloblastoma. A sinalizacdo SHH € iniciada quando o Shh liga-se ao seu receptor
PTCH1. Na auséncia de ligante, este receptor inibe a proteina efetora Smoothened
(SMO), mas quando Shh se liga a PTCH1, SMO ¢ liberado dessa inibicao, resultando
em consequente ativagcdo de fatores de transcricdo (POLKINGHORN et al.,
2007)(FIGURA 2). A sinalizacdo SHH é iniciada quando o fator Shh se liga ao seu
receptor, PTCHL1, que libera o SMO de sua inibi¢do, resultando na ativacéo de GLI e
MYCN. Apds a ligacdo de WNT ao seu receptor, FRZ, o complexo APC é
desestabilizada, liberando [B-catenina para entrar no nucleo e ativar fatores de

transcrigao.
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Figura 2 - Sonic hedgehog e Wingless sinalizando vias implicadas na formacédo de

Meduloblastoma

Fonte: Polkinghorn et al. (2007).

Um segundo principal mecanismo pelo qual a sinalizacdo SHH exerce um
efeito proliferativo é através da regulacéo positiva da expressdo de MYCN (também
conhecida como N-MYC), que ativa ciclinas e reprime a expressao de certas inibidores
de quinase dependentes de ciclina e, portanto, também desempenha um papel
importante no controle do ciclo celular. Por fim, a degradacéo do MYCN é necessaria
para GCPs sair sair do ciclo celular e sua degradacao é realizado via fosforilacdo pela
glicogénio sintase quinase-3 beta (GSK3B). H& evidéncias que sugerem que o fator
de crescimento semelhante a insulina (IGF) aumentam os niveis de MYCN através da
inibicdo da GSK3[3, sinergizando com a sinalizagdo SHH para inducao da formacao
dos meduloblastomas (POLKINGHORN et al., 2007).

Uma outra via de para desenvolvimento do meduloblastoma € a via de
sinalizacdo Wingless (WNT). O componente chave dessa via candnica de sinalizacédo
€ a 3-catenina, que é uma proteina que € estabiliza a ativacdo do sinal WNT. A ligacéo
do WNT ao seu receptor Frizzled (FRZ) desestabiliza o complexo multiproteico (APC)
/ AXIN / GSK3pB, permitindo que a B-catenina entre no nucleo e ative os fatores de

trancricdo LEF1 / TCF1, que induzem a expressao génica, incluindo MYC e ciclina D1.
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Aproximadamente 15% dos meduloblastomas demonstram mutac¢des na sinalizacéo
WNT. Curiosamente, o SHH e vias de sinalizacdo WNT compartilham alguns
mecanismos de inibicdo: GSK3, o inibidor proteina de sinalizagdo SHH, também tem
uma fungao de inibicao na via WNT pela fosforilagdo da (-catenina, levando a sua
degradacdo. Além disso, durante a sinalizacdo SHH, o Supressor od Fused (SUFU)
exporta B-catenina e GLI1 para fora do ndcleo. Outras vias implicadas na formacao
de meduloblastoma incluem sinalizagdo NOTCH aumentada, sinalizando via familia
de receptores ErbB e Mecanismos de reparo de DNA defeituosos (POLKINGHORN et
al., 2007).

Inicialmente, a sintomatologia clinica relacionada ao meduloblastoma, assim
como outras patologias da fossa posterior, podem ser decorrentes da hipertensao
intracriana secundaria a obstruc¢cado do fluxo liquérico no 4° ventriculo (FIGURA 3).
Além disso, pode ser dificil de detectar, principalmente em criancas, levando as vezes
a um diagnastico tardio. Os sintomas incluem dor de cabeca, mal-estar geral, falta de
apetite, vomitos, alteracdo na coordenagéo motora apendicular ou axial, dependo da
area afetada do cerebelo (DESOUZA et al., 2014). O plano sagital mostra
meduloblastoma de linha média com intensidade de sinal intermediario. Observa-se
obstrucdo do fluxo liquérico no aqueduto de Sylvius (4° ventriculo), marcada
hidrocefalia e edema. O plano horizontal, mostra uma imagem de meduloblastoma de
padrdo mais homogéneo no hemisfério cerebelar direito com desvio do verme

cerebelar.

Figura 3 — Imagem de Ressonancia Magnética de Cranio mostrando planos sagital e
horizontal

Fonte: DeSouza et al.(2014)
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1.2 TUMORES DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL E MEDULOBLASTOMAS

Conforme Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2007), os tumores que
acometem o SNC podem ser classificados em tumores de tecidos neuroepiteliais,
tumores de cranio e nervos para-espinhais, tumores de meninges, linfomas e
neoplasias hematopoiéticas, tumores de células germinativas e tumores metastaticos.
Os primeiros sao de origem embrionaria e compreendem os meduloblastomas (LOUIS
et al., 2007).

Entre os tumores cerebrais pediatricos, os gliomas e os tumores embrionérios
sao 0s mais comuns, sendo responsaveis respectivamente por cerca de 53% e 16%
dos casos entre criancas entre zero e 14 anos (OSTROM et al., 2013). E importante
reconhecer que tumores do SNC séo diferentes entre adultos e criangas em muitos
aspectos, incluindo frequéncia relativa e incidéncia dos tipos de tumores,
caracteristicas moleculares, comportamentos clinico e biolégico e formas de
tratamento (XU et al., 2015).

A ocorréncia dos tumores cerebrais pediatricos € rara. Todavia, 0
meduloblastoma é a neoplasia maligna soélida mais prevalente na infancia. Apresenta
uma incidéncia de cerca de 1.000 novos casos por ano na populacédo entre 3 e 7 anos.
Representa cerca de 20% dos casos de tumores intracranianos e 40% dos tumores
de fossa posterior, sendo que a taxa de sobrevivéncia em 5 anos esta em torno de
40-70% (GIANGASPERO et al., 2006; ROUSSEL; HATTEN, 2011; NORTHCOTT et
al, 2012). Apesar de predominarem na infancia, 30% dos casos podem ocorrer em
adultos (ROSSI et al., 2008).

No Brasil, existe pouca literatura com relacdo a incidéncia dos
meduloblastomas. Estima-se que sao tumores que predominam no sexo masculino,
ocorrendo principalmente em criangas menores de 15 anos, com pico de incidéncia
aos 10 anos (MUTTI; PAULA; SOUTO, 2010). Estudo brasileiro realizado no Parana
constatou que, de 3.318 bidpsias de tumores cerebrais, 623 (18,7%) eram de
pacientes pediatricos, sendo que destes, 9,95% eram tumores classificados
histologicamente como meduloblastoma (TORRES et al. 1997). Outro estudo,
realizado em S&o Paulo, avaliando tumores cerebrais entre 1974 e 2003, descreveu
ocorréncia de 1.195 tumores pediatricos e uma prevaléncia de meduloblastoma em
cerca de 11% dos casos (ROSEMBERG; FUJIWARA, 2005).
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1.3 CLASSIFICACAO DOS MEDULOBLASTOMAS
1.3.1 Classificacéo Clinica dos Meduloblastomas

Inicialmente, os meduloblastomas foram classificados com base em tamanho e
invasdo tumoral, conforme determinado durante a cirurgia, € em presenca de
metastases. Este sistema ndo € mais utilizado, porém é importante porque € utilizado
como base para estratificacao de risco clinico desta patologia (TABELA 1), auxiliando,
assim, no plano de tratamento. Os fatores envolvidos nessa classificagao sao apenas
clinicos: idade do paciente, metastase e padrdo de ressec¢ao tumoral. A idade é um
fator que pode refletir a agressiva histéria natural do tumor e a limitacéo e os efeitos
adversos dos tratamentos em vigéncia (CHANG; HOUSEPIAN; HERBERT JR, 1969;
DESOUZA et al., 2014).

Tabela 1 — Variaveis prognosticas aceitas pelo Grupo de Oncologia Pediatrica Norte-
Americano (COG) e Grupo da Sociedade Internacional de Oncologia Pediatrica

(SIOP) para classificagéo de riscos em pacientes com meduloblastoma.

Classificacéo de Risco Caracteristicas

2 3 anos de idade, sem evidéncia de metastase e area
Tumor de risco padréao residual de doenca apés cirurgia de no maximo <1,5
cm?

> 3 anos de idade, com evidéncia de disseminacéo
Tumor de alto risco liquérica (M1-M3), area residual de doenca apos
cirurgia menor (1.5 cm?)

Idade menor que 3 anos

Fonte: Modificado de Wilme et al. ( 2012)

1.3.2 Classificacao Histolégica dos Meduloblastomas

O sistema de classificacéo proposto pela OMS (2007), reconhece a existéncia
de variantes histolégicas dos meduloblastomas, sendo todas categorizadas como
neoplasias de Grau IV dentro da classificacéo de tumores embrionarios neuroepiteliais
(MILART et al, 2016). Esse sistema classifica histologicamente os meduloblatomas

em trés grandes grupos: (A) Classico, (B) Desmoplasico ou de células nodulares e (C)
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Meduloblastoma de células grandes ou células anaplasicas (FIGURA 4 - onde (A)
meduloblastoma classico, com nucleos imunopositivos para [-catenina, (B)
meduloblastoma nodular, com citoplasma imunopositivos para B-catenina, e (C)
meduloblastoma anaplasico, com citoplasma imunopositivos para [(-catenina).).
Meduloblastoma classico € o subtipo histolégico mais comum (66%), composto de
laminas densamente compactas de pequenas células azuis redondas (basofila), com
uma elevada relacdo nuclear / citoplasmatica, atividades mitGtica e apoptética,
podendo ocorrer na linha média, como visto anteriormente na figura 2. Os
meduloblastomas desmoplasicos representam cerca de 15% dos casos. Tipicamente,
apresentam prognostico favoravel, podendo surgir lateralmente nos hemisférios
cerebelares. Sdo caracterizados por células tumorais azuis, redondas, pequenas
distrubuidas em "llhas pélidas”, sem reticulina, porém dentro de um estroma rico em
reticulina. S&o frequentemente imunopositivos para a sinaptofisina, indicando
diferenciacdo. Os meduloblastomas anaplasicos, aproximadamente 15% destas
neoplasias, apresentam marcado pleomorfismo nuclear entre as células e moldagem
nuclear. A variante de células grandes (2-4% dos casos) exibe uma populagéo
monomorfica de células grandes, cujos nucleos tém nucleolos proeminentes. Ambas
variantes apresentam atividade proliferativa muito elevada, abundante apoptose e pior
prognéstico. A maioria dos meduloblastomas exibe diferenciacdo neuronal conforme
a imunorreatividade a sinaptofisina observada nos estudos histopatologicos. Alguns
também sdo GFAP ( glial fibrillary acidic) positivos e raramente mostram diferenciacdo
miogénica ou melanédtica (DESOUZA, 2014; MILART et al., 2016).

Figura 4 - Imagem microscépica histolégica, mostrando diferentes tipos de
meduloblastomas
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Fonte: modificado de DESOUZA et al.( 2014)

1.3.3 Classificagcdo Molecular dos Meduloblastomas

Uma das descobertas mais importantes no estudo dos meduloblastomas é o
fato de se tratar de uma doenca heterogénea (FIGURAS 5 e 6). O consenso proposto
na Conferéncia de Boston de 2010, dividiu esta neoplasia em 4 subgrupos,
identificados conforme seu perfil de transcricdo molecular: wingless (WNT), sonic
hedgehog (SHH), grupo 3, grupo de 4, que podem variar conforme a idade, visto na
figura 3 (TAYLOR et al., 2012; DESOUZA et al., 2014; MILART et al., 2016).

Os subgrupos moleculares séo diferentes dos subtipos histolégicos, embora
haja sobreposicdo demonstrada por meta-analise que incluiu dados de sete estudos,
com um total de 550 pacientes com meduloblastoma. Nesta meta-analise, 97% dos
58 pacientes do subgrupo WNT foram do subtipo histologico classico dos
meduloblastomas. Observou-se, ainda, que 89% dos 44 pacientes do subtipo
desmoplasico em lactentes pertenciam ao subgrupo molecular SHH. Em termos de
localizacdo, a via WNT parece estar mais relacionada com tumores que sugem na
cisterna do angulo ponto-cerebelar e no pedunculo cerebelar, enquanto que o
subgrupo SHH origina-se mais comumente nos hemisférios cerebelares
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(PERREAULT et al., 2014). Os subgrupos 3 e 4 geralmente surgem na linha média do
4° ventriculo, sendo que o subgrupo 4 apresenta nenhum ou pequeno realce ao
contraste (PERREAULT et al, 2014).

Os subgrupos WNT e SHH sao caracterizados, respectivamente, pela
ativacdo anormal das vias de sinalizacdo WNT e SHH. Os grupos 3 e 4 foram assim
denominadas por ndo existir envolvimento de vias de sinalizacdo claramente
definidas. Recentemente, com o desenvolvimento de novas tecnologias genéticas,
tais como mapeamento de nucleotideos relacionados a polimorfismos génicos e
estudos de sequenciamento, foi mais bem identificado o panorama genético do
meduloblastoma, expandindo mais nossa compreensdo sobre 0s subgrupos
(NORTHCOTT; TUKA; TAYLOR, 2010). Sob o ponto de vista molecular, os
meduloblastomas tem demonstrado pelo menos 30% a 40 % de alteracBes soméaticas
(isto é, variantes Unicas de nucleotideos, indels e alteraces no numero de copias
somaticas) relacionadas a genes modificadores de cromatina, o que confirma que uma
provavel desregulacdo epigenética seria uma das principais causas do
desenvolvimento dos Meduloblastomas (NORTHCOTT et al., 2012).

Subgrupo WNT: acomete cerca de 10 % dos pacientes, sendo que a célula
de origem parece surgir do labio rémbico inferior (GIBSON et al., 2010).
Consequentemente, os tumores deste subgrupo, em geral, se desenvolvem em uma
localizacdo mais cranial na regido do tronco cerebral e em individuos mais velhos
(idade média de 10 anos). Quase todos os tumores WNT exibem histologia classica e
raramente sdo metastéaticos. Cerca de 80% a 85% estédo associados com monossomia
do cromossomo 6. Pacientes com este subtipo de tumor apresentam excelente taxa
de sobrevida com a terapia atual vigente, com taxa de sobrevivéncia livre de eventos
em 5 anos maior que 90% (ELLISON et al.,, 2005). A mutacdo génica mais
frequentemente envolvida neste subtipo tumoral € a CTNNBL1, que ocorre em cerca
de 85% dos tumores analisados. Mutacdo DDX3X também foi identificada neste
tumores, sendo que 11% dos tumores SHH e 3% do Grupo 3 também expressam esta
mutacdo (ROBINSON et al.,, 2012; PUGH et al., 2012; JONES et al.,, 2012).
Aproximadamente 15% dos tumores WTN apresentam mutagéo no gene TP53, gene
regulador da homeostase e crescimento celular, sendo envolvido na capacidade de
reparo do DNA e apoptose das células. Este achado contrasta fortemente com a
mutacédo TP53 dos tumores SHH (ZHUKOVA, 2013).
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Subgrupo SHH: este subgrupo corresponde a cerca de 25% das ocorréncias
de meduloblastoma, sendo que a maioria apresenta histologia tipo desmoplasica
nodular. Eles também podem ter apresentacdo histolégica classica ou de grandes
células (KOOL et al., 2012). Células precursoras dos neurdnios granulares
cerebelares sao as que originam os MEDULOBLASTOMAS de subtipo SHH. Assim,
eles frequentemente surgem em um hemisfério cerebelar (GIBSON et al., 2010).
Existem trés subcategorias dominantes deste subtipo tumoral: SHH lactente (0 a 4
anos), SHH infanto-juvenil (4 aos 17 anos) e SHH adulto (17 anos) (KOOL, et al.,
2014).

Mutacbes PTCH1 ocorrem em todas as trés subcategorias de tumores SHH
em frequéncias aproximadamente iguais (42% em SHH lactente; 36% em SHH
infanto-juvenil ; 54% em tumores SHH adulto ). SHH lactentes sdo os mais propensos
a abrigar mutacbes SUFU (32%). O subtipo SHH infanto-juvenil é tipificado pela
mutacdo TP53 (48%), sendo frequentemente germinal (80%). Eles raramente
expressam mutacdes SUFU (3%). Este subgrupo SHH com tumores de linhagem
germinativa com mutagdo TP53 estd mais freqlentemente associado com
amplificacées MYCN (42%) e GLI2 (30%). SHH adulto é também caracterizado por
mutacBes no SMO (30%) e a ativacdo aberrante da fosfatidilinositol-3-quinase/Akt,
gue é alvo da rapamicina em mamiferos na via de sinalizacdo mTOR (30%) (KOOL et
al., 2014).

O prognostico do subtipo meduloblastoma SHH é bastante variavel.
Pacientes com o tipo lactente SHH apresentam um excelente prognostico quando
tratados com quimioterapia Unica (RUTKAUSKI et al., 2005). O tipo infanto-juvenil
SHH com mutacdo TP53 é o0 que apresenta 0 pior resultado ao tratamento,
especialmente quando ha amplificacdo MYCN e Gli2. Estes patientes que nao
expressam mutacbes TP53 apresentam risco médio e SLE de 5 anos de
aproximadamente de 60%. Os tipos adulto SHH apresentam um SLE de 5 anos de
aproximadamente 40%, levando-se em conta estudos restrospectivos (KOOL;
KORSHUNOV; PFISTER, 2012).

Subgrupos 3 e 4: sdo responsaveis por 25% e 35% das ocorréncias de
meduloblastomas, respectivamente. Apesar de estarem no mesmo subgrupo, séo
molecularmente distintos, embora compartiihem algumas caraceristicas. Ambos
apresentam preponderancia no sexo masculino e presenca de isocromossomo 17q,

embora estas caracteristicas predominem no subgrupo 4 (80% versos 26%). Os
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subgrupos 3 e 4 demonstram uma escassez relativa de mutacdes condutoras
recorrentes e sao caracterizados por recorrentes variantes estruturais, incluindo
dele¢Bes, duplicagcbes, inversdes, que estdo relacionadas a ativacdo da familia de
proto-oncogenes do Fator de Crescimento Independente GFI1 e GFI1B, resultando
na ativacao aberrante. Este mecanismo de ativacdo GFI1/GFI1B esta presente em
aproximadamente 41% e 10% do subgrupo de tumores 3 e 4, respectivamente
(NORTHCOT et al.,, 2014). O gene que mais mais frequentemente encontra-se
mutado no subgrupo 3 € o SMARCA 4 (11%) .

Com relacdo aos mecanismos desregulados que modificam a cromatina, a
inativacdo de mutacdes no gene 6A da lisina (K)-histona-demetilase especifica
(KDM6A) codifica uma proteina que especificamente desmetila o residuo K27 da
histona H3 (H3K27). O subgrupo 3 estd associado com a histologia GCA e doenca
metastatica em cerca de 50% dos casos. Os subgrupos 3 e 4 também sao
caracterizados por uma superexpressdo MYCC na maioria dos casos
(aproximadamente 17%). A presenca de doenca metastatica, isocromossomo 179 ou
amplificacdo MYCC, confere ao subgrupo 3 um pior prognéstico. Em adicdo a
alteracdes de genes modificadores de cromatina, modificagcdes no niumero de copias
que controlam a via de sinalizagdo do Fator de Crescimento 3 ocorrem em 20% dos
pacientes com doenca do subgrupo 3, geralmente por meio da amplificacdo de OTX2
(8%) (NORTHCOTT et al, 2009; NORTHCOTT et al., 2012; NOTHCOTT et al, 2012a).

Tumores do subgrupo 4 geralmente apresentam uma histologia classica,
embora alguns tenham histologia GCA. Este grupo estd associado a amplificacéo
MYCN, fato que em contraste com o subgrupo SHH, ndo esta associado com pobre
resultado no tratamento. Os pacientes deste subgrupo apresentam um progndéstico
intermediario. Todavia aqueles com doenca metastatica tém um maior risco de
recidiva, exceto na presenca de delecdo do cromossomo 11 ou acréscimo do
cromossomo 17, fato que parece identificar um subgrupo de progndéstico favoravel. O
subtipo 4 foi encontrado em um pequeno nimero de criangas que apresentavam uma
baixa taxa de sobrevida (SHIH et al., 2012).

A figura 5 mostra os subgrupos prévios antes do consenso, epidemiologia e

perfil génico; M (metastases), GCA (tipo anaplasico de grandes células):
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Figura 5 — Esquema do consenso dos subgrupos moleculares dos meduloblastomas

CONSENSO SUBGRUPOS MOLECULARES DE MEDULOBLASTOMA
WNT SHH GRUPO 3 GRUPO 4
Northcott (2010) WNT SHH GRUPO C GRUPO D
Kool (2010) A B E c/o
Thompson (2006) B8 cD EA AC
EPIDEMIOLOGIA [ R 2 i 4 . oF B
IDADE &Q’ O Q' t—&‘."’ - 00 - 00 Q’
<4; >4 e £16; >16
cinvro Q O gc:Q9Q gd:QQ gd:Q gag:Q
CLINICA Desmoplasico/Nod
Histologia Cléssico e GCA raro ular, Cléssico, LCA Cléssico, LCA Classico, LCA
Mirktace M+ rara M+ incomum M+ muito M+ frequente
néatioo Muito bom 54 anos bom, fraquante Intermadiario
Prog Ruim
outros
int il
GENETICA e .,
1np P
o 7 § T+ X 8
S ’q ' 'Q : “ sq . “
: ¥ 20+
!g:ﬂc‘ “ H 108 e | B Toge
< Mutagio em Mutagdes em " n7e
EXPRESSAO CTNNB1 PTCH1/SMO/SUFU Amplificagiio de Amplificagio de
GENICA Amplificacio de GLI2 MYC NMYC e COK6
P e« NMYC Fotoreceptor Neuronal
QM Sinalizacio WNT Sinalizagio SHH gabaérgico glutamatérgica
MYC + NMYC + MYC +++ Minime MYC/NMYC
\_ e S _AN AN =4

Fonte: adaptado de TAYLOR (2012)

Figura 6 - Gréfico de distribuicdo dos subgrupos moleculares de meduloblastoma, de
acordo com a idade (em anos) do paciente
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Fonte: adaptado de DESOUZA et al (2014)

Embora os diferentes subtipos de meduloblastomas apresentem caracteristicas
histol6gicas e moleculares diversas, a atual estratégia de tratamento para a maioria
dos pacientes permanece a mesma, Ou Seja, ressec¢do cirdrgica, seguida de
radioterapia e elevadas doses de quimioterapia. No entanto, muitos pacientes morrem
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em decorréncia do tratamento, e os individuos que sobrevivem sofrem com alteracdes

cognitivas, disturbios endocrinolégicos e tumores secundarios (Rusert et al. 2014).
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2 TRATAMENTO DOS MEDULOBLASTOMAS

A terapia vigente para tratamento de meduloblastomas envolve, além da
cirurgia com resseccdo do méaximo de tumor possivel, radioterapia e quimioterapia
adjuvante. A radioterapia padrdo e manejo quimioterapico variam conforme a
extensdo da doenca e ou idade do paciente, sendo demonstrado melhor resultado
agueles pacientes que foram tratados com quimioterapia adjuvante (MILARD; DE
BRAGANCA., 2016).

Conforme visto, anteriormente, na tabela 1, pacientes com 3 anos ou mais de
idade séo classificados como tendo médio ou alto risco, conforme o volume residual
tumoral pos-operatdrio e a presenca ou ndo de doenca disseminada. Os casos de
risco médio sdo definidos como aqueles que apresentam menos de 1,5 cm? de tumor
residual e citologia liquérica e exames de imagem sem presenca de doenca no
neuroeixo. Os de alto risco, sdo os casos com leséo residual igual ou maior que 1,5
cm? e/ou presenca de disseminacdo de doenca. Um terceiro grupo de pacientes,
aguele com pacientes com menos de 3 anos, sao tratados sem radioterapia inicial,
devido ao inaceitavel risco de prejuizo neurocognitivo grave. Os resultados nestes
pacientes sdo muito pobres (MILARD; DE BRAGANCA, 2016). Estudo CGC-9921,
realizado pelo Children’s Cancer Group, reporta sobrevida de 5 anos livre de doenca
de cerca de 25% em lactentes com doenc¢a metastatica no tempo do diagndstico inicial
e de 41% nos casos ndo metastaticos com tumor redisual minimo apds ressecc¢ao
cirargica (MILARD; DE BRAGANGCA, 2016; GEYER, 2016). Nestes pacientes, pobre
progndéstico também estd asociado com a presenca de amplificacéo do pré-oncogene
MYC, histologia de grandes células ou anaplasica e tumores molecularmente
categorizados como subgrupo SHH ou 3 com mutacgdes do gene TP53 (MILARD; DE
BRAGANCA, 2016).

No passado, irradiacdo do eixo cranioespinhal ja estava associada a
importante melhora na sobrevida dos pacientes com esta neoplasia. Altas doses,
como 5.000 cGy na fossa posterior e 3.500 cGy no restante do neuroeixo, podem
aumentar a sobrevida para cerca de 65% em 3 anos, apesar dos efeitos adversos ja
referidos anteriomente (RUSERT et al., 2014; MILARD; DE BRAGANCA, 2016).

O uso empirico da radioterapia no eixo cranio-espinhal e a quimioterapia apés
a resseccao cirurgica transformaram uma doenca fatal e agressiva em uma doenca

com alta taxa de cura.
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Apesar da radioterapia ser o pilar do tratamento poés-cirdrgico dos
meduloblastomas, o uso de quimioterapia adjuvante, como a cisplatina, tem sido feito
com a finalidade de reduzir as sequelas do tratamento radioterapico e reduzir as doses
de radiacao no tratamento (PACKER et al., 1999; 2006).

Para pacientes com doencas de risco médio, com idade acima de 3 anos,
recomenda-se tratamento radioterapico com 23,4 a 24 Gy, associado a quimioterapia
com vincristina, que é administrada semanalmente.

Atualmente, recomenda-se uso de quimioterapia pés-irradiacdo em pacientes
de risco médio, incluindo aproximadamente um ano de terapia de 8 ciclos, com
intervalos de 6 semanas, de cisplatina, lomustina (CCNU) e vincristina (MILARD; DE
BRAGANCA, 2016). Para esta mesma faixa etéria, porém com doenga de alto risco,
inicialmente é utilizada dose padrdo de radioterapia (36 Gy, com reforco em fossa
posterior e sitios de doenca metastatica de até 55,8 Gy) associada a quimioterapia
adjuvante (vincristina, seguida por quimioterapia de manutencdo com lomustina)
(MILARD; DE BRAGANCA, 2016).

O tratamento de criangcas menores de 3 anos e lactentes esbarra nos efeitos
adversos gerados pela terapia padréo, principalmente os relacionados aos prejuizos
neurocognitivos. Esta evidente que tratamento baseado em boa ressecc¢ao cirurgica
associada a quimioterapia, sem radioterapia, pode ter sucesso em muitos pacientes.
Melhora na sobrevida foi demonstrada com uso de metotrexato sistémico e
intraventricular associado ao regime de quemioterapia sistémica pos-operatéria de
ciclofosfamida, carboplastina, etoposide e vincristina, assim como associacdo de
tratamento com resgate com células tronco (MILARD; DE BRAGANCA, 2016).

Assim, fica clara a necessidade da busca de novas estratégias terapéuticas e
agentes farmacoldgicos para o tratamento dos meduloblastomas.

2.1 INIBIDORES DE HISTONAS DEACETILASES NO TRATAMENTO DOS
MEDULOBLASTOMAS

Cada vez mais, a terapéutica dos meduloblastomas vem sendo direcionada a
minimizacdo dos efeitos adversos a longo prazo do tratamento direcionado a esta

neoplasia, bem como a uma maior efetividade de novos farmacos dirigidos a essa
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patologia oncologica extremamente agressiva. Pesquisas sao necessarias para
identificacdo de novos farmacos antineoplasicos com a finalidade de reduzir a dose
de irradiacdo, como também a dose de quimioterapia, principalmente levando-se em
conta os subgrupos tumorais dos meduloblastomas e suas vias de sinaliza¢ao pro-
oncogeénica.

Terapias baseadas em alvos epigenéticos, visando farmacos que possam
atuar nas enzimas responsaveis pelo remodelamento da cromatina, como inibidores
de histonas deacetilases (HDAC), estdo cada vez mais sendo estudadas.

E de conhecimento que HDACs sido expressas em tecidos normais e
neoplasicos de cérebro, de cdlon, de rins, de mamas e de prostata. Sao responsaveis
pela catalisagdo e hidrolise de grupos acetila de acetamidas de residuos de lisina das
proteinas, incluindo caudas de histonas. A deacetilacdo das histonas pelas HDACs
esta associada com a condensacdo da cromatina e com a inducdo da repressao
transcricional. Consequentemente, alguns inibidores de HDAC (iHDAC) com diversas
estruturas quimicas, como o acido hidroxamico tricostatina A (TSA) ou o &cido graxo
de cadeia curta (SCFA) e o acido butirico (BuA), induzem hiperacetilacdo de histonas
e parecem alterar diretamente a transcricdo de alguns genes.

Inibidores de HDACs possuem varias atividades bioldgicas, incluindo a
inducdo da diferenciacdo, parada de crescimento e apoptose de células
transformadas. Assim, iHDAC, incluido alguns anticonvulsivantes como &cido
valpréico, estdo sendo analisados como drogas antineoplasicas.

A literatura refere que iIHDAC, como SHHA, TSA e Butirato de Sdédio, sao
efetivos na inducdo de morte celular por apoptose em culturas de células de
meduloblastomas (linhagens celulares DAQY). Este processo apoptético pode ser
desencadeado por varios estimulos, incluindo agentes antineoplasicos, e usualmente
€ mediado por ativacdo das caspases, resultando em mudancas morfoldgicas tipicas,
como fragmentacdo do DNA. A exposi¢ao aos IHDAC leva ao acumulo de células em
fase G1, que é um achado consistente com fragmentacdo do DNA e apoptose.
Inibidores de HDAC ativam caspases-3, 0 que é um achado caracteristico do processo
apoptético, que pode ser desencadeado por 2 vias: extrinseca (por meio de morte dos
receptores) e intrinseca (via mitocondrial) (SONNEMANN et al., 2006).

E reconhecido que alteracdes nas histonas acetiltransferases (HATS) e
(HDACs), enzimas responsaveis pelo controle do processo de acetilagédo de histonas,

sao identificadas em meduloblastomas. Pfister et al. (2008), mostraram que o MOF
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humano (MOFh), uma acetiltransferase especifica da histona H4 de K16 da lisina, é
frequentemente regulada negativamente em meduloblastomas em comparacdo com
o tecido cerebelar normal. Além disso, o perfil de expressdo da proteina hMOF e a
acetilacdo H4K16 foram associadas ao progndéstico desse tumor. Os pacientes com
baixa expressao de hMOF ou baixos niveis de H4K16ac apresentaram uma sobrevida
global significativamente pior (PFISTER et al., 2008). Alteracdes somaticas em outros
genes relacionados a acetilagdo de histonas, como CREBBP, EP300, KAT6B e
BRPF1, foram encontradas em medulobastomas. Essas mutacbfes sao
superrepresentadas em tumores de subgrupo SHH (NORTCHOTT et al, 2017).

As HDACs removem o grupo acetil das histonas, aumentando a interacao
histona-DNA. Entdo, essas enzimas promovem a condensacdo da cromatina e
impedem a transcricdo. Isoformas especificas de HDACs s&o diferencialmente
expressas em MB. As HDAC 5 e 9, por exemplo, sdo reguladas positivamente no
progndéstico de tumores MB desfavoraveis e as expressdes destas HDACs tém sido
associadas com uma sobrevida global fraca (MILDE et al., 2010). Semelhante a outros
tumores cerebrais, os MB também mostram uma regulacao positiva de HDACl e 3 e
uma regulacéo negativa de HDAC11 em comparacdo com o tecido cerebral normal.
Ha uma expressédo diferencial de padrdo HDAC1 e 2 entre subgrupos de MB. A
HDAC1 é relativamente menos regulada no Grupo 4, enquanto a HDAC2 é
expressada em excesso consideravelmente nos grupos SHH e 3 e 4 em relagéo ao
WNT. HDAC5 e 6 tém distribuicdo padrdao de expressao semelhante a HDAC2
(ECKER; WITT.; MILDE, 2013; ECKER et al., 2015). Alteracdes somaticas na HDAC2
foram descritas no Grupo MB4 e outros genes que codificam componentes do
complexo co-repressor nuclear (N-CoR), que recruta HDACs para repressao
transcricional, sdo mutados principalmente dentro do subgrupo SHH (PUGH et al.,
2012).

Alteracbes somaticas na HDAC2 foram descritas no Grupo 4 dos
meduloblastomas e outros genes que codificam componentes do complexo co-
repressor nuclear (N-CoR), que recruta HDACs para repressao transcricional, sao
mutados principalmente dentro do subgrupo SHH (PUGH et al., 2012). A taxa de
mutacdo dos genes HDAC no meduloblastoma parece estar em niveis muito baixos,
mas o desequilibrio da acetilagdo do processo tem um impacto na patogénese desse

tumor. A importancia dessas proteinas tem sido demonstrada pelos efeitos
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aneoplasicos dos inibidores de HDAC em modelos de meduloblastoma pré-clinicos
(RUSSEL; STRIPAY, 2018; ZWERGEL et.al., 2018).

2.2 FINGOLIMODE (FTY720)

O Hidrocloreto de 2—amino-2-[2-(4-octilphenil)] -1,3-propanediol ou fingolimode
(FTY720) é um derivado de miriocina (ISP-1), que € um metabdlito do fungo
entomopatogénico Isaria sinclairii (CHUN; BRINKMANN, 2011) (FIGURA 7). Esse
composto pode ter efeito imunossupressor quando interagir com receptores
esfingosina-1-fosfato (S1P), mais especificamente nos subgrupos S1Pi1345
(STRADER, C.R.; PEARCE, C.J.; OBERLIES, 2011; PITMAN et al. , 2012).

Figura 7 — Estrutura quimica do fingolimode (1) e da miriocina (2)
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Fonte: Modificado de STRADER, C.R.; PEARCE, C.J.; OBERLIES ( 2011).
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O FTY720 atua como uma pré-droga que precisa ser fosforilada. Este processo
€ mediado pela esfingosina quinase 2 (Sph2). O equilibrio entre a forma fosforilada e
néo fosforilada é exercida por uma seérie de enzimas como a fosfatase lipidio-fosfato
1 (LPP1) e fosfatase lipidio-fosfato 3 (LPP3), ambas localizadas na superficie
extracelular da membrana das células endoteliais, e pela fosfatase esfingosina 1-
fosfato (SPP1), localizadas intracelularmente nas plaguetas (PITMAN et al., 2012). A
processo de fosforilagdo é diretamente proporcional a dose administrada deste
composto, conforme visto na figura 6.

Fingolimode, na forma fosforilada, pode ter acado inibitéria enzimatica de
autotaxinas, que sao enzimas que atuam na producéo de acido lisofosfatidico (LPA),
a partir de sua agao sobre a lisofosfatidilcolina sérica. Por sua vez, este composto esta
envolvido em sinalizagéo, migracao e sobrevivéncia celular, estando associado com
aumento da capacidade de invasdo das células neoplasicas, desenvolvimento de
metastases e angiogénese tumoral (FIGURA 8 - modulacbes dos processos de
sobrevivéncia e proliferagcdo celular intra e extracelular: fingolimode (FTY720),
proteina fosfatase 2 (PP2A), esfingosinaquinase 2 (SphK2), esfingosinafosfatase 1
(SPP1), autotaxinas (ATX),) (PITMAN et al., 2012).

As propriedades imunossupressoras e antitumorais do fingolimode podem ser
bem diferentes, variando em muitos aspectos farmacoldgicos.

Apesar do efeito imunomodulador, agindo via sinalizagdo S1P, o fingolimode
apresenta inUmeras outros efeitos celulares. Uma importante acao que vem sendo
cada vez mais estudada é sua atividade antitumoral, tendo acdo em varias vias de
sinalizacao relacionadas a processos celulares envolvidos no desenvolvimento e
controle de varios tumores. Investigacfes relacionadas a sua potencial atividade
antineoplasica mostraram que é capaz de induzir apoptose em leucemias de linhagem
mieloide e linfocitica, além de apresentar propriedades antineoplasicas em tumores
sélidos como tumores de mama, célon, pancreas, pulmao, rim, prostata, figado e
tumores cerebrais (PITMAN et al., 2012).
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Figura 8 — Acbes do fingolimode em seus varios sitios celulares
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Fonte: modificado de PITMAN et al.( 2012)

Em 2015, Hait et al., relataram que o FTY720 é fosforilado pela esfingosina
quinase-2 nuclear e se acumula no nucleo destas células, onde atua como potente
inibidor das histona-desacetilases de classe | (HDAC), aumentando as acetilacbes das
histonas e regulando a expressdo de um conjunto restrito de genes,
independentemente dos seus efeitos conhecidos na sinalizagdo canénica, por meio
dos receptores esfingosina-1-fosfato. A administracdo oral de doses clinicamente
relevantes de FTY720 suprimiu o desenvolvimento, a progressao e a agressividade
de tumores de mama espontaneos, em modelos animais de estudo oncolégico. Nesta
situacdo, o fingolimode reduziu a atividade da HDAC e inverteu a perda induzida por
HFD de receptores de estrogénio e progesterona em carcinomas avancados. Em
células humanas de cancer de mama ERa-negativas, FTY720 reativou a expressao
de ERa silenciado e sensibilizou-as para tamoxifeno.

A dose oral para efeito antineoplasico, varia de 1-10 mg/kg/dia (1-2
micromolar), suportando a ideia de que ha diferentes mecanismos de acao envolvidos
na agao deste composto (PITMAN et al., 2012).

A forma néo fosforilada € capaz de modular importantes vias de sinalizacao
relacionadas ao desenvolvimento de neoplasia, como processos inflamatorios,
sobrevivéncia e proliferagéo celular, tanto intra como extracelular.

O FTY720 apresenta uma importante habilidade em reduzir o crescimento

celular e desencadear apoptose em diversos tipos de células normais e neoplasicas,
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além de ter um potencial terapéutico como na sensibilizacdo de tratamentos
antitumorais, como observado no tratamento do cancer colorretal, em que apresenta
efeito aditivo ao 5-fluoracil, SN-38 e oxcisplatina (CRISTOBAL et al., 2014). Esse
farmaco também apresentou resultados na ressensibilizacdo ao cetuximabe, in vitro e
in vivo, com inibicdo do crescimento tumoral. (ROSA et al., 2013). Esses fatos, torna

extremamente relevante o estudo desse farmaco como agente antineoplasico.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a acdo antineoplasica do tratamento com fingolimode em duas
linhagens celulares de meduloblastoma humano (DAOY e D283).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar os efeitos do fingolimode sobre a viabilidade e sobrevivéncia das duas
linhagens celulares de meduloblastoma humano (DAOY e D283);

b) estudar possivel mecanismo de acéo epigenético do fingolimode no tratamento
de células de meduloblastoma humano (DAOY e D283); e

c) realizar uma revisdo da literatura sobre uso de medicamentos com agao
epigenética para tratamento do meduloblastoma, com a finalidade de resumir
evidéncias relacionadas ao efeito desses farmacos no tratamento dessa

neoplasia.
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4 ABORDAGEM METODOLOGICA

A biologia e tratamento das neoplasias humanas podem ser estudadas por
uma série de modelos experimentais, por meio de uso direto de amostras de tumores,
modelos com animais geneticamente modificados, culturas celulares, entre outros. A
escolha do modelo depende do objetivo da pesquisa. Amostras cirargicas de tumores
representam um instantdneo da histologia, da composicdo tumoral, da
heterogeneidade e do microambiente do tumor original. Amostras de tumores podem
ser implantadas diretamente em cobaias. Todavia, essa técnica torna-se restrita,
devido ao alto custo e ao risco de mudanca do comportamento do tumor. Quando
células tumorais puras s80 necessarias para experimentos, 0 mais comum € usar
células de linhagem tumoral, que podem ser usadas em experimentos in vitro e in vivo.
As linhagens celulares de meduloblastoma mais comumente utilizadas s&o:
D283MED, D341MED E UW228-2, além da DAOY, em que se baseiam centenas de
artigos publicados nos ultimos anos (XU et al., 2015)

Para realizar o estudo utilizamos duas linhagens tumorais de meduloblastoma
humano (DAQOY e D283) para estudar a agédo do fingolimode, pois Células DAOY
representam o subgrupo molecular SHH dos meduloblastomas e a D283, o subgrupo
3 e 4 oriunda de sitios de metastases desse tumor, ambas apresentando mutacdes
relacionadas a transcricdo de HDACs e a ultima linhagem proveniente de sitios
metastaticos (PUGH et al., 2012; IVANOV, 2016).
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ABSTRACT

Histone deacetylase inhibitors (HDACIs) are epigenetic agents that display antitumor
activities in experimental medulloblastoma (MB). Fingolimod (FTY720), an
immunosuppressant agent currently used in the treatment of multiple sclerosis, also
has anticancer actions and can act as an HDACi. Here we examined whether
fingolimod can inhibit human MB cell viability and survival, and if the effects are
accompanied by increased histone acetylation. D283 and DAOY MB cells were treated
with different doses fingolimod. Cell viability was assessed by cell counting in a
hemocytometer, and cell survival was analyzed with a colony formation assay. Histone
H3 acetylation was measured with an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).
Fingolimod at 7.5 or 10 yM, but not at 5 uM, induced a significant reduction in cell
viability in D283 and DAQOY cultures, and similar results were observed for inhibition of
cell survival. In both cell lines, fingolimod also led to a significant increase in the levels
of acetylated H3. These findings provide preliminary evidence indicating that
fingolimod induces antitumor activities in MB, through a mechanism possibly an

increase in H3 histone acetylation.
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INTRODUCTION

Medulloblastoma (MB), the most common malignant brain tumor of the childhood, is
currently classified into four molecular subgroups presenting different molecular and
clinical features: WNT, SHH, Group 3, and Group 4 [1]. Fingolimod (2-amino-2-[2-(4-
octylphenyl)]-1,3- propanediol; FTY720) is a sphingosine immunosuppressant agent
used in the treatment of multiple sclerosis [2]. Anticancer activities of fingolimod have
also been described, including in experimental glioblastoma [3, 4]. In addition to its
immunosuppressant properties, fingolimod acts as a histone deacetylase inhibitor
(HDACI), modulating epigenetic processes that may mediate its antitumor activities [5,
6]. Only one previous study has investigated the effect of fingolimod in experimental
MB and found anticancer effects. However, that study did not address increased
acetylation as a possible mechanism of action [7]. Here we describe reduced cell
viability and survival accompanied by increased histone H3 acetylation in human MB
cells treated with fingolimod. The two cell lines used in this study are representative of
two distinct MB molecular subgroups: the D283 cell line displays MYC amplification
and is classified as Group 3/4 MB, whereas DAQY is TP53-mutated and considered a
SHH Group cell line [8].

MATERIALS AND METHODS

Cell culture

D283 and DAOY MB human cells were obtained from the American Type
Culture Collection (Rockville, MD, USA). Cells were grown and maintained in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; GibcoBRL, Carlsbad, USA) containing
2 % (w/v) H-glutamine and 10 % (v/v) fetal bovine serum (FBS, Sorali, Campo Grande,
Brazil). The cells were maintained in temperature of 37 °C, a minimum relative humidity

of 95 %, and an atmosphere of 5 % CO2 in air.
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Cell viability and treatments

Cells were seeded at 3 x 103 cells per well in DMEM/10 % FBS into 96-well
plates and allowed to grow for 24 h. The medium was replaced, and fingolimod
(FTY720; 0.1, 5, 7.5 or 10 pyM; Sigma- Aldrich, St. Louis, USA) was added to the
culture. Cell counting was carried out 48 h after treatment. The medium was removed,
cells were washed with Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS, Invitrogen, Sao Paulo,
Brazil), and 50 yM of 0.25 % trypsin/EDTA solution was added to detach cells. Cell
suspension was homogenized with 0.4 % Trypan blue 1:1 then immediately counted
in a hemocytometer [9]. Experiments were performed three times with four to six

replicates for each drug concentration.

Colony formation

Cells were seeded into 6-well plates (400 cells/well) after treatment with
fingolimod for 48 h. After incubation for 10-14 days, the cells were fixed with 70%
ethanol and counterstained with 0.5% crystal violet. Only colonies containing 50 or
more cells were scored under a microscope, as previously described [10]. The

treatment-surviving fraction was then calculated as:

SF= Number of colonies in treatment cells / Number of colonies in control X 100

Histone H3 acetylation

Cells treated for 48 h with fingolimod at the doses found to correspond to the
IC50 for viability inhibition (8.9 uM for D283 and 6.2 uM for DAQY cells) were lysed
with a lysis solution buffer and acetylation of H3 was measured with PathScan ®
Acetylated Histone H3 Sandwich enzymelinked immunosorbent assay (ELISA) Kit
(Cell Signaling Technology, Danvers, USA). Colorimetric signals were measured by
spectrophometric determination (OD450nm) on Biochrom ® Anthos Zenyth 200
Microplate ReaderTechnology, Danversmeasured by enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) (ChemiKine TM, CYT306; Millipore, Billerica, USA).

Statistics
Data are shown as mean + standard error of the mean (SEM) number of cells.

Differences between mean values were evaluated by one-way analysis of variance
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(ANOVA) followed by Bonferroni's multiple comparisons tests for cell viability and
survival assays. Student’s independent t-tests were used to compare treatment groups
with corresponding controls in the H3 acetylation measurement assay. In all
comparisons, p < 0.05 was considered to indicate statistically significant differences.

Results

Fingolimod at 7.5 or 10 yM, but not at 5 uM, significantly reduced cell number
in D283 and DAOY cultures (D283, 5 pM, p = 0.81; 7.5 pyM, p < 0.0001; 10 yM, p =
0.01; DAQY, 5 uM, p = 0.65; 7.5 uM, p < 0.0001; 10 uM, p = 0.01; Fig. 1-A). Overall,
similar results were observed for cellular survival assessed with the colony formation
assay (D283, 5 uM, p =0.26; 7.5 uM, p =0.02; 10 M, p = 0.02; DAQY, 5 uM, p =0.99;
7.5 uM, p = 0.07; 10 uM, p < 0.0001; Fig. 1-B). In both cell lines, fingolimod treatment
resulted significant increase in the levels of acetylated H3 (D283, p = 0.04; DAQY, p =
0.02; Fig. 2).

Discussion

Fingolimod is a compound based on the fungal secondary metabolite myriocin (ISP-I)
from Isaria sinclairii, originally developed as an immunosuppressant drug for clinical
use in transplantation [11], and currently used in the treatment of multiple sclerosis [2].
Increasing evidence has indicated that fingolimod can also display antitumor activities
in several cancer cell types [12]. In brain tumors, fingolimod induces apoptosis and
inhibits viability, migration and invasion in glioblastoma cells [3, 4, 13] and patient-
derived Group MB cells [7]. Following activation by phosphorylation mediated by
sphingosine kinase 2, fingolimod binds to G protein-coupled sphingosine 1-phosphate
(S1P) receptors to prevent the release of lymphocytes from lymphoid tissue. However,
fingolimod displays a range of effects likely HDACIis induce MB cell death and neural
differentiation and constitute a class of candidate therapeutic agents in MB [9, 15, 16].
Abnormal post-translational modifications of histone H3 lysine 27 (H3K27) are often
found in MB [17], and the antitumor effects of the HDACis on D283 and DAQY cells in
vitro or when the cells are xenografted into immunodeficient mice correlated with
increased histone H3 acetylation [18, 19]. These data are strongly consistent with our

finding of enhanced H3 acetylation by fingolimod.
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Figure 1. (A)Viability and (B) survival of D283 (left panels) and DAOY (right panels) MB cells after
treatment with fingolimod (FTY720). Cells were and treated with fingolimod (5, 7, or 10 uM) for 48 h.
Viability was assessed by cell counting and survival with a colony formation assay as described in
Materials and Methods. Data represent the mean + SEM of 3 different experiments. The mean value for

control cells was taken as 100%; * p < 0.02 and ** p < 0.0001 compared to control cells.
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Figure 2. Quantification of acetylated histone H3 in (a) D283 and (b) DAOY MB cells after
treatment with fingolimod (FTY720). Cells were treated for 48 h with fingolimod (8.9 uM for D283 and
6.2 uM for DAOY cells) and H3 acetylation was measured by ELISA as described in Materials and
Methods. Data represent the mean = SEM of 3 different experiments; * p = 0.04 and ** p = 0.02
compared to control cells (Crt).
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Abstract

Medulloblastoma (MB) is the most common type of childhood malignant brain cancer
and consists of a heterogeneous group of tumors. Currently, there is an emerging focus
on the role of epigenetics in MB origin, and its pathogenesis is likely influenced by
deregulation of epigenetic mechanisms such as histone acetylation. Indeed, inhibitors
of histone deacetylases (HDACIs) have been proposed as therapeutic agents for MB

treatment.

Keywords: medulloblastoma, epigenetics, histone acetyltransferase, histone
deacetylase, HDAC inhibitors.

INTRODUCTION
Medulloblastoma (MB) is an embryonal tumor of the cerebellum and the most common

malignant brain tumor among children. Its incidence is 10x higher in children than in
adults and 70-80% of these patients are 0-14 years old (Tulla M, Berthold F, Graf N,
Rutkowski S, von Schweinitz D, Spix C et al. 2015).
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According to Word Healthy Organization classification to central nervous system
tumors, MB is classified in four subtypes: WNT-MB, SHH-MB, Group 3 and Group 4
MB. They have specific molecular characteristics, demographic distribution and clinical
prognosis (Louis et al. 2016). The integrative genomic studies that contributed to the
establishment of the MB molecular subgroups also demonstrated the importance of
epigenetics to pathogenesis of this tumor.

Epigenetic alterations are inherited changes in the cellular phenotype that do not
involve modifications in nucleotides sequences. These modifications are mediated by
DNA methylation, histone pos-translational modifications (PTMs), chromatin
remodeling, microRNAs (miRNA), and long non-coding RNAs (IncRNAS). Histones are
proteins responsible to DNA compaction and PTMs in these proteins induces structural
and dynamic changes in DNA-packaging resulting in regulation of genes expression
patterns. Acetylation is one of the most studied histone modifications and the
imbalance in the equilibrium of this process has been associated with tumorigenesis

and cancer progression (Allis, Jenuwein, 2016).

2. UNBALANCED OF ACETYLATION/DEACETYLATION PROCESS IN
MEDULLOBLASTOMA

Alterations in histone acetyltransferases (HATs) and histone deacetylases (HDACS),
enzymes responsible by the control of histone acetylation process, are identified in MB
tumors. HATs transfer an acetyl functional group froman Acetyl-Coenzyme A to a
lysine amino acid residue in the histone in specific positions. This weak connection of
acetylated histone and DNA results in a more accessible DNA to transcription factors
binding. Pfister et al. (2007) showed that the human MOF (hMOF), a histone H4 lysine
K16-specific acetyltransferase, are frequently downregulated in MB compared to
normal cerebellum. Besides that, hMOF protein expression profile and H4K16
acetylation were associated with MB prognosis. The patients with low hMOF
expression or low H4K16ac levels presented a significantly worse overall survival
(Pfister et al., 2007). Somatic alterations in other histone acetylation related genes,
such as CREBBP, EP300, KAT6B and BRPF1, have been found in MB. These
mutations are overrepresented in a SHH subgroup tumors (Nortchott et al., 2017).

In opposition to HATSs effects, HDACs remove the acetyl-group of histones, increasing
the interaction histone-DNA. So, these enzymes promote chromatin condensation and

prevent the transcription. Specific isoforms of HDACs are differentially expressed in
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MB. HDAC 5 and 9, for example, are upregulated in prognostic unfavorable MB tumors
and the expressions of these HDACs have been associated with poor overall survival
(Milde et al., 2010). Similar to other brain tumors, MB also show an upregulation of
HDAC1 and 3 and a downregulation of HDAC11 compared with normal brain tissue.
There is a differential HDAC1 and 2 pattern expression between MB subgroups.
HDAC1 is relatively downregulated in Group 4, while HDAC2 is considerably
overexpressed in SHH, Groups 3 and 4 relative to WNT. HDACS5 and 6 have
expression pattern distribution similar to HDAC2 (Ecker et al., 2013; Ecker et al., 2015).
Somatic alterations in HDAC2 have been describe in MB Group4 and other genes
encoding components of the nuclear co-repressor (N-CoR) complex, that recruits
HDACs to transcriptional repression, are mutated mainly within the SHH subgroup
(Pugh et al., 2012).

The mutation rate of HDAC genes in medulloblastoma seems to be at very low levels,
but the unbalance of process acetylation has an impact in pathogenesis of this tumor.
The importance of these proteins has been demonstrated by the antioneoplasic effects
of HDAC inhibitors (HDACIs) in preclinical MB models (Roussel and Stripay, 2018;
Zwergel et al., 2018).

3 HDAC INHIBITORS ANTI-CANCER EFFECTS IN MEDULLOBLASTOMA

HDACIs are natural or synthetic chemical compounds that induced an acetylation of
histones and non-histone proteins. According to its target, the HDACIs are classified
in pan-HDAC, class-selective or isoform-selective inhibitors. Their activities alter
diverse cancer-related process such as cell cycle, DNA repair, apoptosis and
differentiation (Khan and Thangue, 2012). In MB in-vitro and animal models, HDACis
can decrease cell proliferation and clonogenic growth, induce apoptosis and
differentiation, inhibit invasion and migration. Different HDACis have been tested in MB
cells. An earlier study showed that Entinostat (MS-275), a class | HDACI, decreased
the proliferation of MB cell lines (DAQOY and D283) and others pediatric tumors cell
lines. Although the mechanism of MS-275 was not verified in MB, in the others
paediatrics cells its antiproliferative effect was explained by an induction in cell cycle
arrest or by an induction of apoptosis (JABOIN et al., 2002). Using another HDACI,
valproic acid (VPA), Li et al. identified the same mechanisms related to suppressing of
MB proliferation. The arrest in cell cycle and apoptosis was dose- and time-dependent,

with high concentrations and longer exposure of VPA resulting in apoptosis instead
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cell cycle arrest. VPA treatment also induced senescence and differentiation, decrease
colony-formation and tumorigenicity in MB cells, and, in vivo xenograft subcutaneous
model was able to suppress the growth of tumors (Li et al, 2005).

Similar to VPA, others class | and lla HDACis have been demonstrated to induce
differentiation in MB models. Antiproliferative effects of phenylbutyrate in MB cells were
followed by morphological changes and increased expression of GFAP and SYN, a
glial and neuronal differentiation marker, respectively. In vivo experiments showed that
3mM phenylbutyrate treatment by 28 days increased latency time of MB xenografts
tumors and reduced its volume. The hiperacetylation of H4 was associated to
phenotype changes (Li et al., 2004). Sodium butyrate (NaB) also induced the
expression of differentiation markers and reduced the expansion of MB cancer stem
cells (Nor et al, 2013), a specific population of the tumor responsible by tumorigenic
capability, metastasis, and tumor relapse (ref). A characteristic related to recurrent MB
is leptomeningeal seeding. Panobinostat decreased adhesion and cell migration in MB
cells, and reduced spinal leptomeningeal seeding and increased survival in a mouse
model of MB. In the panobinostat-treated tumors, synaptophysin positive cells were
increased and ID3 positive cells were decreased, suggesting a role of neuronal
differentiation (Phi et al., 2017).

Current therapy for medulloblastoma treatment involves, in addition to surgery,
radiotherapy and adjuvant chemotherapy (ref). HDAIis improves the susceptibility to
ionizing radiation and etoposide in MB cells. Cells treated with the HDIs trichostatin A
(TSA), a class | and Il HDACI, and vorinostat (suberoyl anilide hydroxamic acid -
SAHA), a pan-HDACI, activated caspase-9 and -3, inducing an apoptotic cell death
and improved the cytotoxic effect of ionization radiation (Sonnemann et al., 2006,
Kumar et al., 2007). Entinostat, Vorinostat and VPA sensitized MB primary and cells
lines to apoptosis induced by DNA-damaging drugs doxorrubicin, VP16 and cisplatin.
This effect was mediated by caspase-3 and -9 activation as observed in radiosensibility
studies (Hacker et al., 2011).

Combinations of HDACis with others target therapies have been tested. Yuan and
colleagues (2017) showed that Daoy and D283 cells overexpress HDAC1 and DNMT1
(a DNA metyltransferase) and the blocked of these two different epigenetic
mechanisms by HDACIis (vorinostat and parthenolide) and DNMT inhibitor 5-aza-2’-
deoxycytidine (5-aza-dC) had a synergic effect in deacrese cell growth. The 5-aza-dC

and VPA treatment was capable to increase tumor-free survival of Patched (Ptch)
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heterozygous mice that develop spontaneous medulloblastoma (MB) but did not affect
the growth of advanced stages tumors (Ecke et al., 2009). The combination of
phenylbutyrate with 5-aza-dC also had synergic antiproliferative effect in MB and the
addition of receptor tyrosine kinase inhibitor (RTKi, Imatinib) to this combination
enhanced the cell cytotoxicity (Marino et al., 2014).

In addition to the RTKi mentioned above, sorafenib, gefitinib and vandetanib were also
able to interact with HDACIis. Gefitinib (an EGFR inhibitor) or vandetanib
(EGFR/VEGFR inhibitor) enhanced cell death induced by phenylbutyrate in D324 MB
cell line (Marino et al., 2011) and the sorafenib (a multi kinase inhibitor) toxicity and
radiosensibility were enhanced by pre-treatment with valproate in Daoy and D283 cells
lines (Tang et al.,, 2012). A phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) is a downstream
signaling pathway of RTK. The HDACi panobinostat synergized with PI3K inhibitor
BKM-120 to inhibit tumor growth in vitro and in vivo in a MYC-amplified MB, a model
of Group 3-MB. The synergism observed was mediated, at least in part, by activation
of FOXO1 (Pei Y et al., 2016).

Alterations in Sonic Hedgehog (HH) signaling pathway drive tumor SHH-MB initiation.
Coni and coleagues (2017) showed that blockade of HDAC1/2 by Mocetinostat
(MGCDO0103), an isotype inhibitor of class | HDACs, inhibits Hh signaling, cell
proliferation and promotes apoptosis in SHH-MB cells. In SHH-MB animal models, the
treatment with mocetinostat was able to prolong survival by acting as a downstream
HH inhibitor that increase acetylation of Glil (Coni et al.,, 2017). Dhanyamraju and
colleagues showed that Glil is regulated by HDAC6 and its blockade strongly reduced
tumor growth in an in vivo SHH-MB allograft model. The antitumoral effect of HDAC6
inhibition was not correlated with histone acetylation, but with increase in acetylated
tubulin (Dhanyamraju et al., 2015).

The acetylation of tubulin was also correlated with the antiproliferative effect of
curcumin in medulloblastoma cells and Smo/Smo transgenic medulloblastoma mouse
model (Lee et al., 2011). Curcumin is a major component of the spice turmeric derived
from the plant Curcuma longa and has been used in medicine due to anti-inflammatory
and anti-oxidant properties. In MB cells, curcumin reduced HDAC4 expression, induce
tubulin acetylation, cell cycle and cell death (Lee et al., 2011).

Like curcumin, other compounds have been demonstrated HDAC inhibition capability
and anticancer activity. The classic example is the valproic acid. VPA is a well-tolerated

anticonvulsant with an extensively characterized toxicity profile that is currently used
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as an HDACI. The FTY720 (2-Amino-2-[2-(4-octylphenyl)]-1,3-propanediol, fingolimod)
is a synthetic sphingosine immunosuppressant that was approved by the United States
Food and Drug Administration (FDA) for the treatment of Multiple Sclerosis (Kaposi et
al., 2010) and that also showed HDAC inhibitor effects (Hait et al., 2014). In G3 MB,
FTY720 decreased viability, proliferation, and motility in vitro and reduces tumors
growth in vivo (Garner et al., 2018). Although the similar HDACi-anticancer effects, the
inhibition of HDAC by FTY720 was not tested in MB cells.

4 CONCLUSION

MB is a childhood tumor with alterations in epigenetic factors, included alterations in
essential enzymes of acetylation process. These modifications are potential target
therapies to this tumor, once the current treatment causes severe adverse effects.
Thus, HDAC inhibitors emerge as an alternative therapy due to their multiple
anticancer effects in MB. In in vitro, different HDACis have shown to reduce MB cell
viability, to induce cell cycle arrest and apoptosis, to decrease cell adhesion and
migration. In vivo, they were able to reduce tumorigenicity and growth tumor and to
avoid leptominengeal seeding. The HDACis-induced effects comprise the acetylation
of histone and non-histone proteins and are dependent of MB molecular subgroup.
The HDACIs are promissing therapies for MB, however, from our knowledge, only a

few clinical studies are reported to use HDACIs in this tumor.
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7 DISCUSSAO

Os resultados de nosso estudo, no ensaio para avalicdo do crescimento
celular e sobrevivéncia celular, em ambas as linhagens D283 (representativa do
subgrupo SHH) e DAOY (que representam o Grupo 3 e 4) (IVANOV, 2016),
demonstraram que o fingolimode foi capaz de reduzir o crescimento celular e formacéao
de colbnias nas concentracbes de 7.5 e 10 pM. Esse achado difere um pouco dos
dados prévios da literatura que utilizaram concentragcées em torno de 2 uM para efeito
antimoral para o fingolimode (PATMANATHAN et al., 2015, CRISTOBAL et al., 2016),
todavia esses estudos se referem a tumores ndo relacionados ao SNC e
meduloblastomas.

Constatamos, que o fingolimode, foi capaz de atuar como farmaco
antineoplasico em culturas de linhagens celulares de meduloblastoma humano (D283
e DAQY), mostrando sua atividade por meio de mecanismos de ativacdo de vias
apoptoética, assim como também como um inibidor de deacetilases. Isso foi
evidenciado através de um aumento significativo de acetilacdo de histonas H3 nas
culturas de células apds 48 horas de tratamento com o composto em estudo.

As alteracdes epigenéticas sdo alteracbes genbmicas que ndo envolvem
modificacdes nas sequéncias de nucleotideos e ocorrem principalmente durante o
desenvolvimento de um determinado 6rgdo, podendo influenciar processos como o
ciclo celular, reparo de DNA e diferenciacao celular. Provavelmete, ndo seria diferente
no SNC durante o desenvolvimento do meduloblastoma. No crescimento embrionéario
do cerebelo, quando ocorre uma excessiva sinalizacdo da atividade mitogénica,
rompimento do intricado balanco dos mecanismos de motilidade de migracdo das
células germinativas, guiado possivelmente pelo fator de transcricdo (ZEB1) que
controla a diferenciacao e a plasticidade celular, pode inibir a diferenciacdo do epitélio
e dirigir as células em direcdo a um estado mesenquimal e bloquear a diferenciacéo
celular. H4A mais de uma década, persiste a ideia de que a sinalizacdo sonic
hedegehog, envolvida na tumorigénese do meduloblastoma, bloqueia a saida das
células precursoras dos neurdnios da camada granular da zona de crescimento, fato
também relacionado ao surgimento e & metastatizacéo deste tipo de tumor (SINGH et
al., 2016).
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As modificacdes epigenéticas podem ser intermediadas por processos de
metilacdo do DNA, que pode resultar em repressao transcricional, de modificacdes do
DNA, que podem ser regulados via enzimas modificadoras de histonas, de
remodelacdo da cromatina, microRNAs (miRNA) e RNAs longos nédo coodificantes
(LncRNA) (ROUSSEL et al., 2017)

Mecanismos reguladores epigenéticos desempenham um papel significativo
na oncogénese. Eles podem muitas vezes resultar no silenciamento de genes
supressores tumorais ou ativar oncogenes. A patogénese tumoral do meduloblastoma
€ provavelmente influenciada por um evento epigenético durante o desenvolvimento
do cerebelo como visto anteriormente.

AlteragOes epigendmicas reguladas por enzimas modificadoras de histonas
sdo mediadas via moduladores epigenéticos e multiplos genes que codificam esses
processos que estdo presentes no meduloblastoma, havendo fortes evidéncias da
alteracdo desses reguladores nesse tipo de tumor (ROUSSEL et al.,, 2017;
ESTELLER, 2010).

Os farmacos de acdo epigenética, que podem atuar sobre as enzimas
responsaveis pelo remodelamento da cromatina, como os iIHDACS, estdo sendo cada
vez mais estudados. Eles podem ser uma opc¢éo promissora como antineoplasico. Ja
foram testados em uma variedade de tumores humanos, incluindo tumores cerebrais
malignos. Estudos demonstram efeitos supressores dos iIHDAC em linhas celulares
de tumores cerebrais, incluindo células do Grupo 3 de meduloblastoma (MILDE et al.,
2012; SHU et al., 2006). A expressdo de HDAC5 e HDAC9 foi altamente observada
em subgrupos desfavoraveis de meduloblastomas (MILDE et al, 2010), sugerindo
iHDACs como novos candidatos a antineoplasicos, principalmente em
meduloblastomas, onde HDACs podem estar envolvidos no crescimento tumoral.
Atualmente, os farmacos de acdo epigenética tem sido foco devarios estudos,
principalemnte relacionados ao meduloblastoma.

Diferentes HDACs foram testados em células de meduloblastomas. Um
estudo anterior mostrou que o Entinostat (MS-275), um HDACI de classe I, diminuiu a
proliferacéo de linhagens de células MB (DAOY e D283) e outras linhas celulares de
tumores pediatricos. Embora o mecanismo do MS-275 nao tenha sido verificado nesse
tumor em estudo, nas demais células pediatricas seu efeito antiproliferativo foi
explicado por uma inducéo na parada do ciclo celular ou por uma inducao de apoptose
(JABOIN et al., 2002). Usando outro iHDAC, &cido valpréico (VPA), LI et al. (2005).
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identificaram os mesmos mecanismos relacionados a supressao da proliferacdo de
meduloblastomas. A parada no ciclo celular e na apoptose foi dependente da dose e
do tempo, com altas concentracdes e maior exposicdo do VPA resultando em
apoptose, em vez da parada do ciclo celular. O tratamento com VPA também induziu
senescéncia e diferenciacéo, diminuiu a formacéo de colbnias e tumorigenicidade em
células tumorais e, in vivo, 0 modelo subcutaneo de xenoenxerto foi capaz de suprimir
o crescimento de tumores (LI et al., 2005).

Semelhante ao VPA, outros HDACIs de classe | e lla demonstraram induzir a
diferenciacdo em modelos meduloblastoma. Os efeitos antiproliferativos do
fenilbutirato nas células desse tipo de tumor foram seguidos por alteracdes
morfologicas e expressdo aumentada de GFAP e SYN, marcadores de diferenciacdo
glial e neuronal, respectivamente. Uma caracteristica relacionada aos
meduloblastomas € a mestastatizacdo em leptomeninges. O panobinostato outro
iIHDAC diminuiu a adesdo e a migracdo celular nas células tumorais, reduziu a
semeadura leptomeningea e aumentou a sobrevida em um modelo exprimental com
camundongo (PHI et al., 2017).

Combinacdes de iIHDACs com outras terapias alvo também ja foram testadas.
Yuan et al.,, em 2017, mostraram que as células DAOY e D283 superexpressam
HDAC1 e DNMT1 (uma DNA metiltransferase) e o bloqueio desses dois mecanismos
epigenéticos diferentes por iIHDACs (vorinostat e partenolideo) e inibidor de DNMT 5-
aza-2'-desoxicitidina (5 -aza-dC) teve um efeito sinérgico no crescimento de células
deacritas. O tratamento com 5-aza-dC e VPA foi capaz de aumentar a sobrevida livre
de tumor de camundongos heterozigotos Patched (Ptch) que desenvolvem
meduloblastoma espontaneo, mas nao afetaram o crescimento de tumores em
estagios avancados (Ecke et al., 2009). A combinacédo de fenilbutirato com 5-aza-dC
também teve efeito antiproliferativo sinérgico em MB e a adi¢ao de inibidor de receptor
de tirosina quinase (RTKi, Imatinib) a essa combinacdo aumentou a citotoxicidade
celular (MARINO et al; 2014).

Assim, esses dados reafirmam a importancia de nossos achados
demosntrando o provavel mecanismo de agéo epigenético de agéo antineoplasica do
fongolimode e mostram que os iIHDAC sao alvos terapéuticos altamente promissores
a serem estudados para o tratamento de neoplasias humanas, especialmente no que

tange a tumores que comprometem o SNC.
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Além disso, o fingolimode ja € um farmaco atualmente utilizado como
tratamento via oral para esclerose multipla (KAPPOS et al., 2006). Apesar de seu
efeito imunomodulador, como ja& sabemos, ele também apresenta outros efeitos
celulares, sendo que sua acgao antitumoral vem sendo de grande interesse. Hait et al
(2014), demonstraram que o fingolimod apresenta efeitos benéficos no SNC ainda
pouco compreendidos, independentemente dos seus efeitos sobre o trafego de
células imunoldégicas. Estes autores mostraram que o FTY720 entra no nucleo e apés
é fosforilado pela esfingosina quinase 2 (SphK2) e depois é capaz de se ligar e inibir
as histona-desacetilases de classe | (HDAC) e ocasionar um aumento na acetilacao
das histonas, evento que também observamos em nosso estudo.

Esse composto certamente também deve apresentar atividades em varias
vias de sinalizagdo relacionadas a processos celulares envolvidos no
desenvolvimento e controle tumoral. Investigacdes relacionadas a sua potencial
atividade antineoplasica mostraram que é capaz de induzir apoptose em leucemias
de linhagem mieloide e linfocitica, além de apresentar propriedades antitumorais em
tumores sélidos como neoplasias de mama, colon, pancreas, pulmao, rim, prostata,
figado e tumores cerebrais (PITMAN et al., 2012).

O fingolimode esta envolvido em sinalizacdo, migracdo e sobrevivéncia
celular, estando associado com aumento da capacidade de invasdo das células
neoplasicas, desenvolvimento de metastases e angiogénese tumoral (PITMAN et al.
2012). As suas propriedades imunossupressoras e antitumorais podem ser bem
diferentes, variando em muitos aspectos farmacoldgicos. Hait et al. (2014),
demonstraram que o fingolimode apresenta efeitos benéficos no SNC ainda pouco
compreendidos, independentemente dos sua acdo imunolégica. Esses autores
demonstraram que esse composto é capaz de inibir HDAC de classe | aumentando
as acetilacdes histonas 3.

O mecanismo de acao do fingolimode como antineoplasico ainda é controverso.
Classicamente, ele atua em receptores esfingosinas-1-fosfato (S1Pusias) apos
fosforilacdo pela esfingosina—quinase 2 das plaquetas ainda na corrente sanguinea
(PITMAN et al., 2012). Nesta situacdo, agindo nos S1P1, atua como imunossupressor,
impedindo a liberacéo de linfécitos dos tecidos linfoides para a corrente sanguinea.
Todavia, sua ligacdo com esses receptores também pode ser capaz de afetar outras

vias de sinalizacao, principalmente aquelas relacionadas a processos neoplasicos.
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Quando o fingolimode atua no metabolismo da esfingosina, por ser
estruturalmente semelhante a este pequeno lipidio, é capaz de influenciar essa via
esfingolipidica, ocasionando uma desregula¢édo na via das ceramidas, esfingosina e
esfingosina-1-fosfato liase (PATMANATHAN et al., 2015; PITMAN et al., 2012,
PONNUSAMY et al.,, 2010). Isto, provavelmente, afetaria a sobrevivéncia e a
proliferacdo celular, podendo gerar exterminio de células neoplasicas por meio de
processos apoptoéticos, como foi observado na Figura 6.

Assim como em outros processos tumorais, no meduloblastoma também
ocorre metabolismo lipidico anormal, que € uma caracteristica das células
cancerigenas. Os esfingolipideos se mostraram estar relacionados a papéis criticos
na oncogénese, como crescimento e prolideracdo proliferacdo e morte celular. Além
disso, também se podem estar envolvidos no desenvolvimento e na patogénese do
medulobastoma, incluindo seu papel em vias especificas de sinalizacéo celular, como
Shh e Wnt, e em mecanismos de sobrevivéncia do subgrupo SHH (CLARK et al.,
2018).

A morte celular e a reducao formacao de colénias, em ambas as linhagens
celulares de meduloblastoma, apds o tratamento com fingolimode, observadas em
nosso estudo, possivelmente podem estar relacionadas ao mecanismo de regulacao
celular baseada no metabolismo da esfingosina, que também pode estar alterado nas
células em estudo deste processo tumoral.

Teoricamente, o fingolimode atua no nivel nuclear, modulando expressao de
proto-oncogenes, ao influenciar a producédo da proteina fosfatase 2A (PP2A). Esta
fosfatase, por sua vez, atua sobre residuos de serinal/treonina, e participa de varios
mecanismos celulares, incluindo regulacdo do metabolismo e do ciclo celular, além de
mecanismos apoptoticos. Mutacdes que reduzem sua atividade estéo relacionadas ao
desencadeamento de tumores, sendo esta enzima amplamente aceita como um
supressor tumoral (GARNER et al., 2018; WEY et al., 2019). Ela pode ser inibida apos
formacdo do complexo com o proto-oncogene nuclear SET. Desta maneira, 0
fingolimode atua diretamente sobre o complexo PP2A/SET e também reduz a
expressdo de SET, levando a reativacdo da PP2A que estaria inativada ou down
regulada em varios processos neoplasicos (PATMANATHA et al, 2015, CRISTOBAL
et al, 2016; Garner et al., 2018). Estudo realizado por Witodarskl et al., em 2006,

demonstrou que existe uma down regulacéo no da PP2A nos meduloblastomas.
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Reforcando a hipotese desta atuacdo do fingolimode, as ceramidas, assim
como este composto, também é capaz de ativar a PP2A, ligando-se diretamente ao
SET, rompendo a interac&o inibitéria com PP2A. No entanto, a ativagédo desta ultima
parece ser independente dos niveis das ceramidas (PITMAN et al., 2012).

Vérias moléculas de sinalizacao estdo associadas com o desenvolvimento do
meduloblastoma. O crescimento tumoral esta intrinsecamente associado a ativacao
da via Shh, que é uma via mitdgena critica para o desenvolvimento das células
granulares cerebelares, assim como ativacdo da via Wnt. Esta Ultima esta relacionada
ao controle dos fatores de transcrigao da B-catenina, que por sua vez, esta envolvida
na regulacdo génica da proliferacdo celular através dos genes C-MYC e N-MYC.
Mutacdes nesta via seriam responsaveis por cerca de 15% dos casos esporadicos de
meduloblastomas. Sinalizagdo Shh é necessaria para proliferacdo celular responsavel
pelo desenvolvimento cerebelar, que é um processo ativado por ligantes Shh
secretados pelas células de Purkinje. Este processo também requer ativacdo do
receptor do fator de crescimento relacionado a insulina (IGF) que ativa a sinalizacéo
PI3K/Akt, que é uma via de sinalizacdo que promove a expansao e a sobrevivéncia
dessas células. A via PI3K/Akt, por sua vez, também tem um papel importante na
regulacdo do crescimento e sobrevivéncia de células precursoras neuronais no
desenvolvimento cerebelo (BARYAVNO et al., 2010).

Outro fator que provavelmente esta relacionado ao controle da proliferacéo
deste tumor sé@o os fatores de crescimento relacionados a insulina (IGFs) e seus
preceptores 1 e 2 (IGF-R1 e IGF-R2). Eles promoveriam a proliferacdo e inibem a morte
celular por apoptose (WLODARSKI et al., 2006).

Apés ativagdo, o IGF-R1 ligam-se a uma série de substratos, como PI3K e IRS-
1, e desencadeia eventos, por meio da AKT e ERK (via ERK), que estédo up regulados
nos meduloblastomas. Essa superregulacao esta relacionada a niveis reduzidos da
PP2A, pois esta enzima age controlando os niveis de fosforilacdo de inumeras
quinases, como a AKT e ERK (WLODARSKI et al., 2006).

O fingolimode, ao reativar a PP2A, poderia modular a via de sinalizacdo AKT e
ERK, uma vez que é responsavel pela ativagdo/fosforilacdo PISK/AKT e ERK, que
seriam alvos chaves de acdo da PP2A. Segundo Cristobal et al. (2016), a ativacéo
AKT e ERK parece ser crucial na agao antitumoral do FTY720.

Recentemente, foi demonstrado que o fingolimode foi capaz de reativar a PP2A

e reduzir a tumorigenicidade relacionada ao meduloblastomas. Esse farmaco reduziu
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a proliferacédo, migracao e invasao celular em xenoenxertos oriundos de paciente com
meduloblastoma, além de parar o ciclo celular em G1 nas trés linhagens celulares de
medulobastoma em estudo (D341, D384 e D425), sugerindo que esse ele deve ser
investigado como um potencial agente terapéutico para esse tipo de tumor (GARNER
et al., 2018).

Outro provavel mecanismo de acéo antineoplasico interressante do FTY720 é
a inibicdo de autotaxinas (lisofosfolipase D), que € a enzima responsavel pela
matabolizacdo da lisofosfatidilcolina e produz o acido lisofosfatidico no plama. Esse
composto € um lipidio mediador de proliferacdo, migracdo e sobrevivéncia celular
celular e tem sido associado 0 metastase e angiogénese tumoral e também esta over
espresso em tumores humanos (PITMAN et al., 2012, CLARK et al., 2018). Van
Meeteren et al., em 2008, demonstraram que o fingolimode foi capaz de reduzir
atividade desta enzima, sugerindo que ele pode exercer atividade antineoplasica
também por meio de inativacdo ou reducéo da atividade das autotaxinas que também
poderia estar alterada nos mecanismos metastaticos do meduloblastomas, assim
como na linhagem celular D283 a que foi utilizada em nosso estudo, mas que
certamente devem ser melhor estudados.

Como visto anteriomente, Hait et al. (2015) relatou que o FTY720 apresenta
acao como inibidor das histona-desacetilases de classe | (HDAC), aumentando as
acetilacdes das histonas e regulando a expressao de um conjunto restrito de genes
independentemente dos seus efeitos conhecidos na sinalizagdo can6nica através dos
receptores esfingosina-1-fosfato. Resultados semelhantes foram constatados em
nosso estudo apos o tratamento das células com FTY720.

Outro fato interessante em nosso trabalho, foi a utilizagdo de duas linhagens
celulares de meduloblastomas. A linhagem DAOY é derivada de sitio tumoral primario
e a D283 é de sitio metastatico, que teoricamente apresentam anormalidades
genéticas adicionais que lhes garantem maior chance de sobrevivéncia, podendo
levar a uma maior resisténcia quimioterapica. Apesar disso, observamos que 0
fingolimode foi igualmente eficaz na inibigdo de crescimento celular e de formagé&o de
colonias. Isso pode inferir que este composto poderia ter efeito tanto em tumores
primérios, quanto em tumores metastaticos. Em concentragcbes acima de 2
micromolar, o FTY720 provavelmente seja capaz de reduzir a migracao e habilidade

de invasao de células de glioblastoma, assim como de outras neoplasias como cancer
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de ovario hepatocarcinoma, além de induzir desorganizacao do citoesqueleto, diminuir
e deformar microfilamentos (PATMANATHAN et al., 2015).

Assim, nosso estudo corrobora os dados de literatura demonstrando que o
fingolimode pode realmente atuar como droga antineopldsica, ndo apenas via
promovendo morte celular via metabolismo dos esfingolipidios, mas também por meio

de regulacdo de mecanismos epigendmicos.
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8 CONCLUSAO

O tratamento com quimio e radioterapia dos tumores do sistema nervoso
central, principalmente dos meduloblastomas, por predominarem em individuos na
faixa etaria pediatrica, apresentam alta incidéncia de efeitos adversos. Desta maneira,
Novos compostos anitneoplasicos sao exaustivamente estudados com a finalidade de
ser mais efetivos e causar menos efeitos colaterais indesejaveis. O objetivo de nosso
estudo foi avaliar o uso de fingolimode como agente antineoplésico para o tratamento
de meduloblastomas humanos.

Observamos que o fingolimode foi capaz proporcionar uma reducéo
significativa na viabilidade celular e sobrevivéncia nas culturas D283 e DAQY, além
de aumentar significativamente os niveis de acetilagédo de histona H3.

Assim, concluimos que o fingolimode pode apresentar atividade
antineoplasica em céulas de meduloblastoma humanos por mecanismos que
provavelmente que regulam crescimento e sobrevivéncia celular, assim como também
atuando na regulacdo de vias de controle epigenéticos do desenvolvimento e
manutencgao celular.

Além disso, pensando em estudos clinicos no futuro, € um farmaco ja
aprovado pelo FDA para uso via oral, apresenta baixa incidéncia de efeitos adversos,
e, em comparacao com outros quimioterapicos, apresenta boa tolerancia de uso, além
de apresentar uma excelente passagem pela barreira hemato-encefalica, fato o que
tornaria esse composto um excelente alvo como nova terapia oncoldgica para os
meduloblastomas.

Enfim, a idéia do uso de medicamentos de acéo epigenética para tratamento
do céncer é extremamte interessante, porgue esses compostos tendem a ser melhor
tolerados pelo organismo que a quimioterapia convencional e possivelmente mais
eficazes. Além além disso, 0s genes reguladores onco e pré-oncogénicos alterados
podem ser restaurados ou mesmo silenciados, podendo, muitas vezes extinguir a

neoplasia.
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