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RESUMO

O glioblastoma (GBM) € o tipo de tumor cerebral mais comum, o mais agressivo e letal. S&o
poucos os tratamentos existentes e o periodo médio de sobrevida é inferior a 15 meses apds
o diagndstico. A permanéncia de subpopulac@es de células-tronco de gliomas (CTG’s) apds
os tratamentos € uma descoberta recente que explica a alta frequéncia de recidivas e
metastases deste tipo de tumor. A aldeido desidrogenase da familia 1 membro A3 (ALDH1A3)
€ uma enzima superexpressada em CTG’s que, além de ser utilizada como um biomarcador,
tem sido apontada como um potencial alvo farmacoldgico para uma terapia seletiva e
personalizada do glioblastoma visando a eliminacdo das células-tronco tumorais. Nesse
contexto, o monoterpeno citral (3,7-dimetil-2,6-octadienal), apresenta-se como um produto
natural promissor, pois possui a capacidade de inibir a ALDH1A3.

Palavras-chave: Células-tronco tumorais; glioblastoma; ALDH1A3; analogos do citral;
sintese orgéanica, docking molecular; US7MG.

ABSTRACT

Glioblastoma is the most common, aggressive, and lethal type of brain tumor. Few treatments
exist and the median survival period is less than 15 months after diagnosis. The permanence
of subpopulations of glioma stem cells (GSCs) after treatments is a recent discovery that
explains the high frequency of recurrences and metastases of this type of tumor. Aldehyde
dehydrogenase family 1 member A3 (ALDH1A3) is an enzyme overexpressed in GSCs that
has seen used as a biomarker and has been also pointed out as a potential pharmacological
target for a selective and personalized therapy of Glioblastoma aiming at the elimination of
tumor stem cells. In this context, the monoterpene citral (3,7-dimethyl-2,6-octadienal), presents
itself as a promising natural product, as it can inhibit ALDH1A3.

Keywords: Tumor stem cells; glioblastoma; ALDH1AS; citral analogs; organic synthesis,
molecular docking; US7MG.
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1. INTRODUCAO

1.1. Gliomas: contextualizacéo, definicdes e probleméaticas

O termo glioma compreende todos os tumores do sistema nervoso central (SNC)
provenientes das células da glia. Os gliomas representam um dos tipos mais comuns de
tumores cerebrais primarios — cerca de 26% dos casos (Figura 1.1), acometendo
majoritariamente a populagdo adulta no intervalo de 43-86 anos. Apesar de ser o tipo mais
comum, a maior parte das lesdes cerebrais neoplasicas ndo sdo oriundas dos tumores que
se iniciam no tecido cerebral e sim, de metastases decorrentes de canceres de fora do sistema
nervoso (que sdo 5 a 10 vezes mais comuns que os tumores cerebrais primarios) (AGUNDEZ
et al., 2014; STOYANOV et al., 2022; WELLER et al., 2015).

Figura 1. 1. Frequéncia relativa de tumores cerebrais primarios existentes.

Glioma - 25,8%

Meningioma - 36,1%

Tumores embriondrios - 1y
Linfoma -2,1%

/

Tumores de bainha neural - 8% Tipos de Glioma

Glioblastoma — 15,4%
Astrocitomas — 6%
Ependimomas — 1,9%
Oligodendrogliomas — 1,6%
Tumores Oligoastrociticos — 0,9%

Tumores
Ptuitérios —
15,1%

Outros - 11,8%

Fonte: Adaptado de Ostrom et al., 2018.

Segundo a Globocan (2021), os tumores do sistema nervoso central representam
cerca de 1,4 a 1,8% de todos os tumores malignos no mundo. No Brasil, para o ano de 2020,
o Instituto Nacional do Cancer (INCA) relatou 11.090 novos casos (sendo 5.870 homens e
5.220 mulheres) e 9.355 mortes (4.787 homens e 4.567 mulheres), indicando que este tipo de
cancer tem uma alta taxa de mortalidade (FERLAY et al.,, 2013; INCA - INSTITUTO
NACIONAL DE CANCER, 2022).

Embora os gliomas néo estejam entre os tipos de cancer de maior incidéncia no Brasil
e no mundo, sua elevada taxa de mortalidade torna a situacdo preocupante. Além disso, com
0 aumento da expectativa de vida da populacao mundial, tem-se também a probabilidade de
crescimento de novos casos da doenca, visto que ela afeta principalmente pacientes de idade
mais avancada (STOYANOV et al., 2022; YABROFF et al., 2012).



Os gliomas se caracterizam por serem altamente proliferativos e invasivos, com
abundante vascularizacdo, que auxiliam na resisténcia desses tumores aos regimes de
tratamento convencionais (quimioterapia, radioterapia, cirurgia, transplante de medula éssea,
terapias combinadas) (VELIZ et al.,, 2015). A auséncia ou presenca de caracteristicas
anaplasicas, ou seja, o desenvolvimento anormal de uma célula ou tecido, é um critério para
definir malignidade ou ndo em um tumor e, segundo definicdes atribuidas pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS), em sua quarta edicdo em 2016, os tumores podem ser classificados
em gliomas de grau I, sendo a forma menos agressiva, e de grau IV (a forma mais agressiva).
Todavia, vale ressaltar que gliomas de baixo grau frequentemente evoluem para gliomas de
maior grau (WELLER et al., 2015). A seguir, encontram-se detalhadas as caracteristicas dos

diferentes graus clinicos do glioma:

e Grau |: sdo tumores que ndo sao considerados malignos e as suas lesbes
possuem baixo grau proliferativo. Apds os procedimentos cirlrgicos existe uma
grande possibilidade de cura.

e Grau ll: sao lesdes de crescimento lento, células bem diferenciadas e de menor
agressividade. Normalmente sdo tumores infiltrativos e possuem baixa atividade
mitotica, contudo possuem uma maior chance de recorréncia se comparado com
os de grau |. A mediana de vida é de 5 a 15 anos.

e Grau lll: séo lesbes com evidéncias histologicas de malignidade, alta atividade
mitética e capacidade infiltrativa. A média de sobrevida dos pacientes € de menos
de 3 anos.

o Grau IV: séo lesBes caracterizadas pela alta taxa de proliferagdo (metodicamente
ativas) com tendéncia a necrose. O prognd@stico é grave, e 0s pacientes possuem

sobrevida média em torno de 1 ano.

Os gliomas podem ser divididos em diferentes categorias, tendo como base suas
caracteristicas histopatoldgicas, como morfologia celular, citogenética e perfil de marcadores
imunoldgicos. Desta maneira, os gliomas podem ser divididos em: astrocitoma de grau |, Il
(astrocitoma propriamente dito), 1l (astrocitoma anaplasico) e IV (glioblastoma multiforme ou
GBM), oligodendrogliomas, ependimomas e gliomas mistos (Figura 1.1) (LOUIS et al., 2007,
VELIZ et al., 2015).

Inicialmente, cientistas acreditavam que as células diferenciadas da glia (astrocitos,
oligodendrdcitos e células ependimarias) (Figura 1.2) possuiam a capacidade de se replicar
indefinidamente para originar neoplasias correspondentes (astrocitoma, oligodendrogliomas
e ependimomas). Porém, este conceito foi revisado por diversos trabalhos revelando a

presenga de células-tronco primitivas e células-tronco tumorais, acreditando que esses tipos



de tumores se originem a partir da proliferacéo destas células indiferenciadas, cuja populacao
se distribui na zona subependimaria dos ventriculos cerebrais e nha camada granular dos
hipocampos (CHESLER; BERGER; QUINONES-HINOJOSA, 2012; DIRKS, 2001; LATHIA et
al., 2015; QUINONES-HINOJOSA et al., 2006; VICK; LIN; BIGNER, 1977).

Figura 1. 2. Células cerebrais — (1) Neurdnios: formam redes de comunicag&o no cérebro e suas
principais fungbes sdo controlar a regulacéo da homeostase e todas as fun¢des do sistema nervoso;
(2) Astrocitos: formam o principal tecido conectivo do cérebro; (3) Oligodendrécitos: possuem a
funcédo especifica de envolver axdnios do sistema nervoso com mielina; (4) Células ependimarias:
possuem a funcao de revestir os ventriculos do cérebro e o canal central da medula; (5) Células
microgliais: possuem a funcao de reparar e restaurar os tecidos cerebrais.
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Fonte: Adaptado de Weller et al., (2015).

Frente a este novo conceito e a evolucdo das técnicas moleculares, a quinta edicao
da classificagdo da OMS de tumores do SNC, em 2021, atualizou a proposta feita pela quarta
edicdo em 2016, que propds uma nova classificagdo para os gliomas (LOUIS et al., 2016).
Passam-se a utilizar parametros moleculares na classificacdo dessas doencas, somados aos
critérios histolégicos ja bem estabelecidos. Dentre as principais alteracdes moleculares
incluidas no diagnéstico, estdo a presenca de mutagdo na enzima isocitrato desidrogenase
(IDH), a alteracdo do gene da TP53 e a co-dele¢cdo dos cromossomos 1p/19q (WELLER et
al., 2015).

e Mutacdo na enzima isocitrato desidrogenase (IDH): Gliomas de ambos o0s
genotipos carregam mutacfes na IDH e essa mutacao representa a alteracao
iniciadora de tumores da maioria dos gliomas. Esta enzima é responsavel por
catalisar a descarboxilacdo oxidativa de isocitrato a a-cetoglutarato, gerando
NADH a partir de NAD*. Quando mutada, esta enzima catalisa a reducdo de
a-cetoglutarato em (R)-(-)-2-hidroxiglutarato, sendo assim, gliomas que

apresentam IDH mutante apresentam um aumento de (R)-(-)-2-hidroxiglutarato e



diminuicéo da producédo de NADH (Figura 1.3). Segundo a OMS, mutacées na IDH
sdo mais comuns em gliomas de grau Il e lll (60-80%) do que em glioblastomas
(5-10%). Contudo, apenas a mutacdo na IDH ndo é suficiente para causar o
desenvolvimento de tumores. Em vez disso, células-tronco ou progenitoras
neurogliais com IDH mutante necessitam adquirir modificacbes genéticas
adicionais em astrocitomas, como por exemplo as mutacbes da TP53, ou em

oligodendrogliomas, como a co-delegéo 1p/19q (WELLER et al., 2015).

Figura 1. 3. Consequéncias bioquimicas da mutacéo da enzima isocitrato desidrogenase

(IDH).
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Fonte: Adaptado de Weller et al., 2015.

e Mutacao no gene TP53: O gene supressor de tumor TP53 (p53) é o responsavel
pela sintese da proteina p53 que controla a integridade do genoma frente a danos
celulares. Esta pode atuar em varias frentes, incluindo controle do ciclo celular,
reparo a mutacdes ocorridas no DNA e inducdo a morte celular (apoptose). Para
0s astrocitomas e os glioblastomas, esta € uma das principais vias que se
encontram frequentemente alterada (MCLENDON et al., 2008; MENENDEZ et al.,
2007; WELLER et al., 2015).

e Co-delecdo dos cromossomos 1p/19q: € definido como a mutacao caracterizada
pela remoc¢éo completa do segmento do brago curto do cromossomo 1 (1p), quanto
do bracgo longo do cromossomo 19 (19q), unindo-os. Este tipo de mutagéo esta

presente em todos os Oligodendrogliomas (IDBAIH et al., 2005).

Desta forma, essas caracteristicas moleculares sdo consideradas como um avango

conceitual e pratico na area da oncologia cerebral, uma vez que as alteragcdes moleculares,



somadas com as informacdes da biologia tecidual dos tumores, auxiliam nos processos de
diagnéstico e, consequentemente, tratamento mais adequado e assertivo, contribuindo para

0 conceito da oncologia de precisédo para os tratamentos dos gliomas.

1.1.1. Glioblastoma multiforme

1.1.1.1. Caracterizacdo e causas

O glioblastoma multiforme (GBM) € o tipo mais comum de tumor maligno no SNC e,
também, o mais agressivo (grau clinico IV segundo a classificacdo da OMS). E o tipo de
glioma gue possui a maior taxa de recidiva da doenca ap6s os tratamentos. Podem ser
classificados em GBM primérios ou secundarios (quando surge da progressao de gliomas de
baixo grau), sendo que os de origem primaria constituem a forma mais comum do tumor,
acometendo pacientes de maior idade, surgindo sem evidéncia clinica histolégica de alguma
lesd@o anterior. Contudo, 0s tumores secundarios costumam ocorrer em pacientes mais jovens
(idade média de 45 anos) (OHGAKI; KLEIHUES, 2007).

Os pacientes diagnosticados com GBM véao a 6bito em aproximadamente um ano,
mesmo sendo expostos aos tratamentos existentes. Um estudo realizado com pessoas
diagnosticadas com a doenca, com idade média de 65,3 anos, revelou que a taxa de sobrevida
em um ano apos o diagnoéstico € de 26%, em dois anos 8% e em trés a taxa cai para 4%,
sendo que enfermos mais idosos possuem tempo de sobrevivéncia ainda menores (Figura
1.4). Além disso, o0 estudo comprova que este tumor possui uma incidéncia significativamente
maior em homens se comparado com as mulheres (STOYANOV et al., 2022).

Figura 1. 4. Curva de andlise de sobrevida entre as faixas etarias.
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Os fatores de risco envolvidos no desenvolvimento do glioblastoma ainda néo séo
totalmente elucidados e continuam sendo alvo de muitos estudos. Atualmente, compreende-
se que esta doenca € causada pelo somatorio de varias alteracdes genéticas, sendo estas
alteracBes adquiridas durante a vida, por predisposi¢do ou exposi¢ao a fatores externos, como
por exemplo, a radiacao ionizante (profissionais que lidam com raios-X, pessoas submetidas
a radioterapias e/ou exames excessivos de radiacdo), deficiéncia do sistema imunoldgico, ou

ainda, possam advir de sindromes genéticas familiares (hereditariedade) (INCA, 2021).

Contudo, ainda ndo € bem esclarecido quais as células e como elas contribuem para
a origem do glioblastoma. Como ja mencionado anteriormente, até a data em questao, ja foi
revelado que ele pode surgir a partir de células-tronco neurais (NSCs), células progenitoras
ou células diferenciadas, como astrécitos e oligodendrocitos. Para a descricdo dessas
informagbes, foram feitas observacdes morfologicas e dos marcadores de células,
encontrando similaridades genéticas com as células neurais e gliais normais. Contudo, as
células-tronco neurais tornam-se mais vulneraveis ao acumulo de mutagdes que as demais,
umavez que elas possuem a capacidade de se autorrenovar e persistirem por longos periodos
de tempo (FRIEDMANN-MORVINSKI et al., 2012; LIU et al., 2011; LLAGUNO; PARADA,
2016).

O estudo das células que originam o GBM vem recebendo cada vez mais atencéo
pelos cientistas, uma vez que o conhecimento da identidade da origem do tumor, estando esta
associada ao grau de malignidade e a sensibilizacdo aos farmacos, pode permitir uma

intervengdo contra a progressao tumoral (JIANG et al., 2017).

Os sintomas apresentados por um paciente com GBM sédo semelhantes aos
observados em pacientes com qualquer outro tumor do sistema nervoso central, contudo, sao
mais rapidamente progressivos. Os sintomas mais comuns sdo: perda de funcdes
neuroldgicas, dores de cabecga, nauseas e vomitos, convulsdes, dificuldade de equilibrio,
visdo turva, mudancas de comportamento, sonoléncia acentuada e coma. Quando existe a
suspeita de um tumor deste género, o diagndéstico é feito por exames de imagens, como
ressonancia magnética e tomografia computadorizada, que irdo identificar o nivel da lesdo e
se ha ou ndo a presenca de necrose. ApOs a identificacdo da lesdo, procede-se com
diagnésticos mais assertivos, como biopsia cerebral, que verificara as alteracdes teciduais e
celulares encontradas no material colhido (INCA - INSTITUTO NACIONAL DE CANCER,
2022; SHAW et al., 2003).

1.1.1.2. Tratamento

Ao longo das décadas, os tratamentos de glioblastomas se desenvolveram centrados

principalmente em remoc6es cirargicas, seguidas por radioterapia, comumente com



associacao de agentes quimioterapicos. O procedimento cirdrgico tem como foco remover o
maximo possivel do tumor; porém, em algumas situacfes, ndo é viavel a retirada completa
das células tumorais, uma vez que o glioblastoma cresce no tecido cerebral normal e esta
estratégia pode ocasionar maleficios para o paciente. Por esse motivo, recomenda-se
tratamentos adicionais ap0s a cirurgia para atingir as células residuais (INCA - INSTITUTO
NACIONAL DE CANCER, 2022; MAYO CLINIC, 2020).

A radioterapia no tratamento do glioblastoma avancou significativamente desde a sua
primeira utilizacdo em 1940 e, além da cirurgia, este é o tratamento que possui 0 maior
impacto na sobrevida de pacientes. A habilidade de focalizar o feixe da radiagc&o ionizante,
adaptando-a ao contorno irregular do tumor mostrou-se ser muito eficaz na diminuicdo da
massa tumoral (GZELL et al., 2017).

Em 2005, a FDA (Food and Drug Administration) aprovou a utilizagdo do antitumoral
temozolomida (TMZ) no tratamento do GBM e, desde essa aprovacgdo, percebeu-se uma
melhora ainda mais significativa na terapia. Atualmente, a combinacdo da radioterapia e da
quimioterapia com a TMZ, apés o procedimento de ressecc¢ao cirargica, é o tratamento mais
comum utilizado para o glioblastoma multiforme (COHEN; JOHNSON; PAZDUR, 2005; MAYO
CLINIC, 2020).

A TMZ é um derivado da imidazotetrazina, agente alquilante do DNA derivado da
dacarbazina e um pro-farmaco do farmaco anticancerigeno Temodal®. De nome quimico 3-
metil-4-oxoimidazo[5,1-d][1,2,3,5]tetrazina-8-carboxamida, a TMZ é rapidamente absorvida
por via oral e hidrolisada no figado pelas enzimas do citocromo P450 (pH acima de 7) gerando
o intermediario 5-(3-metiltriazen-1-il)imidazol-4-carboxamida (MTIC), o qual é naturalmente
degradado ao agente metilante ion metildiazénio e ao metabdlito inativo 5-amino-imidazol-4-
carboxamida (AIC) dentro das células (Figura 1.5) (LEE, 2016; STEVENS, 2014).



Figura 1. 5. Ativacédo quimica da temozolomida em pH 7,4 e destinos in vivo dos atomos de C, H, N e
O presentes na molécula.
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Fonte: Adaptado de Stevens 2014.

A natureza lipofilica da TMZ permite que ela penetre na barreira hematoencefélica
(BHE). O mecanismo pelo qual a temozolomida interage com o DNA ocorre por meio da
metilacdo de uma série de sitios em residuos de purina, mais especificamente nas posi¢coes
N’ da guanina, N2 da adenina e no O° de residuos de guanina. O ion metildiazénio (espécie
eletrofilica derivada do MTIC), interage covalentemente no microambiente nucleofilico do DNA
(residuos de guanina e adenina). Todos os derivados alquilados de purinas na posi¢do do
nitrogénio séo rapidamente reconhecidos e reparados pelo mecanismo de reparo por excisdo
de base (BER) (reparo do dano do DNA modificado), minimizando os efeitos citotéxicos de
aproximadamente 95% das lesGes. Ja os efeitos citotoxicos causados no oxigénio dos
residuos de guanina séo reparados por outro sistema, baseado na atividade da enzima O®-
metilguanina-DNA metiltransferase (MGMT) (Figura 1.6). Caso a atividade desta ultima
enzima for inexistente ou muito baixa, a metilacdo no O° da guanina é mantida e ird parear
erroneamente com a timina durante a replicacdo do DNA. Porém, este pareamento incorreto
pode ser reconhecido e bloqueado pelo reparo de mal pareamento (Mismatch Repair, MMR),
que ocasionard na morte celular programada da célula. Sendo assim, percebe-se que a
eficacia da TMZ é dependente da baixa ou nula atividade das enzimas MGMTe dependentes
da elevada atividade de MMR (LEE, 2016; STEVENS, 2014).



Figura 1. 6. Mecanismo de metilacdo do DNA em um residuo O® da guanina, pareamento de bases
incompativeis e reparo do dano pela MGMT.
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A elevada expresséo da enzima MGMT gera um importante fator de risco para o
desenvolvimento da resisténcia terapéutica a TMZ, uma vez que elas diminuem o efeito do
agente alquilante. Segundo Lee (2016), 50% dos pacientes tratados com temozolomida nao
respondem ao tratamento e, com isso, percebe-se que o0 reconhecimento do perfil
genético/presenca ou ndo de algumas proteinas pode ser benéfico para a selecdo de

medicamentos mais adequados (LEE, 2016).

A TMZ é o Unico antitumoral existente que apresenta especificidade para o tratamento
do glioblastoma primario. Como ja visto anteriormente, o conhecimento dos fatores
moleculares € interessante para auxiliar no diagndstico dos gliomas e por isto, como visto
acima, identificar também a presenca de proteinas que realizam o reparo do DNA se torna

uma estratégia interessante para evitar a utilizacdo da TMZ de forma ineficaz (LEE, 2016).

Ademais, apesar dos efeitos benéficos do agente metilante temozolomida no
tratamento do GBM, ele ainda possui algumas limitacdes relacionadas a sua resisténcia
terapéutica e, com isso, apostar em antitumorais alquilantes para a doenca em questao possa

ndo vir a ser uma estratégia inovadora. Acredita-se que se deva investir em novos
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antineoplasicos que consigam inibir proteinas/enzimas, seja esses farmacos atuando em
alvos que realizem a mutacdo genética favorecendo a formacéao do glioblastoma (como a IDH,
p53, entre outros), ou ainda, nas enzimas que realizam o reparo do DNA, como a MGMT e
BER, sendo administrado juntamente com a temozolomida, tornando-a mais eficiente e os

pacientes menos suscetiveis a resisténcia.
1.1.1.3. Alteracbes moleculares

O levantamento de dados moleculares gerados na ultima década vem revolucionando
o estudo ndo somente do glioblastoma, como de outros tipos de tumores, contribuindo para o
diagnéstico e desenvolvimento de terapias cada vez mais adequadas e inovadoras. Diversas
vias centrais de sinaliza¢c@es celulares vém sendo propostas para os tumores e, para o0 GBM,
as que se encontram alteradas sao as da proteina p53, a via da proteina retinoblastoma (RB)
e as vias ativadas por receptores de tirosina quinase (RTK). Como ja explicado anteriormente,
a proteina p53 é responsavel por regular diversos genes que induzem a interrupc¢ao do ciclo
celular, morte celular, diferenciacdo e reparo do DNA. Da mesma forma, a proteina
retinoblastoma possui a funcéo de controlar a progressao do ciclo celular e ambas estas vias
agem tentando frear o processo de formacao de um tumor e por isso essas proteinas sédo
frequentemente mutadas nos processos tumorigénicos. Ja as vias ativadas por receptores de
tirosina quinase sdo responsaveis por regular diversos processos celulares que sao
essenciais para o desenvolvimento de um tumor, como: crescimento, apoptose, invaséo e

migragao celular.
1.2. O microambiente tumoral

Os estudos a respeito da interacdo de células tumorais com células da sua vizinhanca
tiveram inicio h4 muitas décadas, desde a identificacdo de processos inflamatérios a
tumorigénese. Porém, a ideia da existéncia de um microambiente tumoral (TME, do inglés:
Tumor microenvironment) comecou a ser amplamente discutida em 1989 pelo cientista
Stephen Paget, que propbs que a preferéncia das metastases de um tumor por um
determinado 6rgéo seria produto de interagdes favoraveis entre células tumorais (“semente”)

e 0 microambiente que ela se encontra (“solo”) (PAGET, 1989).

Pesquisas realizadas ap0s esta proposta de Paget trouxeram & comunidade cientifica
uma mudanca na forma de pensar a respeito da evolucdo tumoral, na qual passou-se a
entender que as células tumorais ndo se manifestam sozinhas. Sendo assim, tumores séo
definidos como uma colecdo heterogénea de células hospedeiras infiltrantes e residentes,
fatores secretados e matriz extracelular. As células tumorais possuem a capacidade de
estimular mudancas moleculares, celulares e fisicas dentro de seus tecidos hospedeiros para
apoiar o desenvolvimento de um tumor (ANDERSON; SIMON, 2020; PAGET, 1989).
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Acredita-se que 0 microambiente tumoral ndo seja apenas um espectador silencioso,
mas sim um promotor ativo do cancer, definido como uma entidade complexa e em constante
evolucdo. Além da presenca de uma massa heterogénea de células malignas, o TME é
composto também por células ndo-tumorais (residentes ou recrutadas pela propria célula do
cancer), componentes de matriz extracelular, fatores sollveis, metabdlitos diversos e
condicdes fisicas especificas (hipoxia, baixo pH ou aumento de pressao intersticial). No inicio
do crescimento do tumor, desenvolve-se uma relacao dindmica e reciproca entre as células
cancerigenas e esses componentes do microambiente, suportando a sobrevivéncia das
células neoplasicas, invaséo local e disseminacdo de metéstases. Esta relacdo inclui aos
tumores diversas células imunes que desempenham uma fungdo pr6é e antitumoral
(ANDERSON; SIMON, 2020; MAMAN; WITZ, 2018).

Dentre os componentes celulares que fazem parte do microambiente tumoral pode-se
destacar, mais especificamente, as células endoteliais, células do sistema linfatico, células do
sistema imunoldgico, fibroblastos e células recrutadas da medula 6ssea (macréfagos,
mondcitos e células-tronco mesenquimais (MSCs)) (Figura 1.7). Algumas dessas células, em
situagdes normais, trabalham para tentar “frear” o processo tumorigénico. Porém, uma vez
gue a doenga comega a progredir, elas acabam sendo moduladas pelas células do tumor e,
induzidas pelo microambiente tumoral, sofrem uma mudanca de fungdo, tornando-se pro
tumorais. Um exemplo s&o os fibroblastos, que podem auxiliar na inibicdo do crescimento
inicial do tumor e até conseguem reverter 0 processo neoplasico. Contudo, 0 processo de
inflamacao crénica gerada no TME acaba reprogramando-os para contribuir no crescimento
dos tumores (JOYCE; POLLARD, 2008; KALLURI; ZEISBERG, 2006).
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Figura 1. 7. Componentes do microambiente tumoral, como MDSCs (células supressoras derivadas

de mieloides), macro6fagos, células dendriticas, neutréfilos, células NK e linfécitos. Esses

componentes formam uma rede reguladora complexa que suporta o crescimento do tumor, criando

um ambiente tolerogénico que permite que os canceres evitem a vigilancia imunoldgica e a

destruicdo. TAN (neutréfilos associados a tumores); TAM (macréfagos associados a tumores); CAF

(fibroblastos associados ao cancer).
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Além dos fibroblastos, perfis pr6 e antitumorais também j& foram identificados em

macroéfagos e, para o trabalho em questao, estas sao as entidades de maior interesse, uma

vez que elas participam ativamente no ambiente especializado do nicho das células-tronco

cancerigenas (ALLAVENA,; DIGIFICO; BELGIOVINE, 2021).

Os macroéfagos sdo formados através da medula 6ssea e se originam a partir dos

mondcitos. Esta Ultima entidade celular possui a capacidade de circular pela corrente

sanguinea até aos locais de destino, onde sofrem diferenciacdo e passam a desempenhar

fungdes especificas. Pode-se dizer que os mondcitos sdo a forma “imatura” dos macrofagos

e, quando ocorre a conversdo de um em outro, ocorre também o aumento do niumero de

lisossomos, que aumenta a capacidade da célula em realizar fagocitose, atuando nos

processos imunoldgicos (Figura 1.8).
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Figura 1. 8. Esquema do desenvolvimento da linhagem monocitica.
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Fonte: Adaptado de Auffray et al, (2009).

Os macrofagos sé@o células que possuem a capacidade de transitar em diferentes
estados de polarizagdo (macréfagos M1 e M2). Os do tipo M1 participam na apresentacdo de
antigenos para montar uma resposta citotéxica contra o tumor, eles atuam no inicio do
processo neoplasico, tentando impedir o estabelecimento do tumor. Contudo, durante a
progressao dos tumores, essas células sofrem um processo de reprogramagao e passam a
ser do tipo M2, atuando a favor do tumor. Esse tipo de macréfago (M2) também sao
denominados de macréfagos associados ao tumor (TAMS) e dao suporte ao crescimento e
invasao celular. Os TAMs sédo uma importante fonte de enzimas (proteases) que contribuem
para os processos de migracao e invasao através da perturbacgdo das arquiteturas das células
e tecidos, diminuindo a adesdo célula-célula (CONDEELIS; POLLARD, 2006; GOCHEVA et
al., 2010; GOSWAMI et al., 2005; POLLARD, 2004).

Para que um tumor consiga progredir € necessario que ele escape da defesa imposta
pelo sistema imune, portanto, dentro do microambiente tumoral existem as células
supressoras imunolégicas e as principais efetoras dessa resposta sdao as MDSCs, que
contribuem para regular o sistema imunologico e manter a homeostase frente a situagdes de
infeccdo, respostas traumaticas e doencas imunes. Em situagdes proliferativas, essas células
séo recrutadas ao sitio tumoral e ativam a polarizacdo de macrofagos associados ao tumor
(tipo M2) (KUMAR et al., 2016).

Além dessas células, tem-se também as MSCs (do inglés: Mesenchymal stem cells),
gue possuem a capacidade de se diferenciar em células de origem mesodérmica (células do
tecido conjuntivo, cartilagens, adiposas e 6sseas), ectoderma (células epiteliais e neurdnios)
e endoderme (células musculares, epitélio intestinal e pulmonares) (Figura 1.9). Elas podem
ser isoladas de praticamente todos os tecidos do organismo, como: medula 6ssea, tendao,
membrana sinovial, pulmao, tecido adiposo, rim, veia cava, aorta e musculo (PITTENGER et
al., 2019; UCCELLI; MORETTA; PISTOIA, 2008).
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Figura 1. 9. Células tronco mesenquimais e sua multipotencialidades.
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Fonte: Adaptado de Salem et al. (2010).

As células-tronco mesenquimais sao células multipotentes que podem ser encontradas
em inumeros tumores primarios. E elas vém recebendo uma grande atencdo como
constituinte ativo do microambiente tumoral, uma vez que estas liberam uma gama de fatores
estimuladores dos processos de angiogénese, migracéo celular e metastase (BECKERMANN
et al., 2008; ONZI et al., 2016; SHAHAR et al., 2017).

Até a data em questéo, é de conhecimento dos cientistas que, além dos tumores serem
extremamente heterogéneos por possuirem mutagdes, eles também sao heterogéneos pela
natureza complexa do microambiente tumoral. O TME muda constantemente durante a
evolugdo tumoral e, sendo assim, vale ressaltar que o desafio de desenvolver tratamentos
que o tenham como alvo ndo é uma tarefa simples. Porém, o reconhecimento do
microambiente tumoral, somado com os conhecimentos de muta¢des e marcadores celulares
dos glioblastomas, pode auxiliar nas pesquisas pela busca de quimioterapicos mais
inovadores, como por exemplo, tratamentos com diferentes alvos do TME, visando impedir o
desenvolvimento da resisténcia. Todavia, muitos estudos a respeito da relacéo entre células

tumorais e seu microambiente ainda precisam ser realizados.

As células-tronco do cancer residem em um nicho de cancer que as defendem de
sinais de estresse, como quimioterapicos, apoptose e radioterapias. Os TAMs interagem

fisicamente com as células-tronco tumorais (CTTs), protegendo o microambiente tumoral do
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ambiente hostil (injarias exdgenas, compostos toxicos e ataque das células imunes) (Figura
1.10) (ALLAVENA,; DIGIFICO; BELGIOVINE, 2021).

Figura 1. 10. Interagéo entre TAM'’s e as células-tronco tumorais.
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Fonte: Adaptado de Allavena et al. (2021).

No glioblastoma, trés microambientes principais ja foram descritos: o nucleo hipéxico-
necrético, que desempenha um papel fundamental na progressdo do tumor e apoio das
células-tronco tumorais; o nicho perivascular, que é cercado por uma massa de vasos
sanguineos que alimentam o tumor com estrutura e funcdo anormais, e por fim, o nicho
invasivo ou nicho imunoldgico que possuem a funcéo de contribuir para a recorréncia do tumor
apos a sua remocao cirargica (PRAGER et al., 2020; SEIDEL et al., 2010; TANG et al., 2021).

1.3. Células-tronco

Entende-se como células-tronco as células capazes de se autorrenovar e se
diferenciar, dando origem a outras células especializadas. Neste contexto, elas podem ser
divididas em células tronco embrionarias (ESCs), que sao obtidas durante o estagio
embrionario, e as células-tronco adultas ou soméaticas (ASCs), que advém de tecidos adultos
e formados. O trabalho em questéo ira focar apenas nas caracteristicas das ASCs, uma vez

que estas se encaixam no escopo da pesquisa.

As ACSs sdo células multipotentes encontradas em tecidos e o6Orgdos adultos
desenvolvidos. Elas possuem a capacidade de se diferenciar em muitos tipos celulares
distintos, com a funcao fisiol6gica de manter a integridade de 6rgéos e tecidos, como também
reparar possiveis danos aos mesmos, auxiliando na manutencdo da homeostase do

organismo. Essas células podem ser divididas em: células-tronco hematopoiéticas (células-
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tronco do sangue); células-tronco mesenquimais (MSCs); células-tronco neurais (NSCs) e
células-tronco epiteliais (CLEVERS; WATT, 2018; UNIVERSITY OF NEBRASKA MEDICAL
CENTER, 2022).

1.3.1. Células-tronco tumorais (CTTs)

Ao longo dos anos, diversas teorias tém sido propostas para explicar a origem do
cancer. Recentemente, estudos revelaram que nem toda célula tumoral é capaz de iniciar um
processo tumorigénico, somente uma subpopulacdo das células cancerosas, denominadas
de células-tronco tumorais (CTTs) possuem essa capacidade. Estas células apresentam
semelhanca com as células-tronco normais e sdo as Unicas capazes de gerar um tumor
idéntico ao original (KOBAYASHI; DE NORONHA, 2015).

E definido como células-tronco tumorais uma subpopulacéo de células neoplésicas
gue possuem a capacidade de se autorrenovar, gerando novas linhagens de células tumorais.
Elas permanecem “adormecidas” na fase de interfase do ciclo celular por periodos indefinidos,
sendo, portanto, capazes de escapar dos protocolos de tratamentos convencionais
(quimioterapia, radioterapia e cirurgia) (Figura 1.11) (PATTABIRAMAN; WEINBERG, 2014;
VASCONCELLOS, 2016).

Figura 1. 11. Células-tronco tumorais e o tratamento do cancer.
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Esta capacidade de autorrenovacdo das CTTs pode provocar a ativacéo, diferenciacdo
e proliferacdo das mesmas, ocasionando processos de reincidéncias tumorais e metastases
gue, segundo a OMS, é a principal causa de morte por cancer (VASCONCELLOS, 2016; WHO
| WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

Estudos revelaram que, até a data atual, sdo 11 os tipos de cancer onde foi identificado

a presenca da populacdo de células-tronco tumorais: leucemia, cancer colorretal,
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glioblastoma, melanoma, cancer de mama, préstata, cabeca e pescoco, pancreas, pulmao,
figado e ovéario (KOBAYASHI; DE NORONHA, 2015; MIMEAULT et al., 2007; WALCHER et
al., 2020).

Para identificar a presencga de células-tronco tumorais nos tumores é necessario o uso
de biomarcadores especificos que analisam diversos parametros celulares que permitem a
deteccdo das CTTs, como: o fendtipo, a senescéncia e a composi¢cdo do microambiente
tumoral dessas células. Para o glioblastoma multiforme, até a data em questdo, foram
identificados 10 biomarcadores: CD133, CD44, CD15, CD70 (CD27 L), S100A4, ALDH1,
Nanog, OCT-4, SOX-2 e Nestin (HASSN MESRATI et al., 2020; TANG et al., 2021; WALCHER
et al., 2020).

Acredita-se que a heterogeneidade e a resisténcia a terapia que caracterizam os
glioblastomas sejam promovidas pelas popula¢des destas células e, atualmente, elas sé&o
conhecidas como células-tronco do glioblastoma (GSCs). Como visto anteriormente, o
glioblastoma possui trés nichos no microambiente tumoral e, cada um deles, serve como um
atrator unico para as GSCs. As interacfes destes nichos podem ser cruciais para manter a
amplitude de estados que estas populagbes de células podem ocupar, promovendo a
heterogeneidade do tumor, conferindo uma resisténcia terapéutica devastadora para a doenga
(HAMBARDZUMYAN; BERGERS, 2015; PRAGER et al., 2020).

Para o glioblastoma, tem-se conhecimento de dois subtipos principais células-tronco
de gliomas, proneurais e mesenquimais, sendo que cada uma expressa fenoétipos e

assinaturas moleculares distintas (LI et al., 2021).
1.3.2. Células-tronco tumorais e microambiente tumoral

Um estudo realizado por L6pez de Andrés e colaboradores (2020) com um secretoma
de células-tronco cancerigenas revelou que o fenétipo dessas células depende do
microambiente tumoral, que envolve diferentes tipos celulares, como células tumorais
diferenciadas, células-tronco mesenquimais, células endoteliais, fibroblastos, células do
sistema imunoldgico, entre outras, demonstrando uma relacdo mutua entre as CTTs e essas

entidades celulares.

Define-se como secretoma todas as moléculas que séo secretadas por uma célula, ou
liberadas por sua membrana, que é fundamental para a comunicacdo célula-célula. Apesar
da literatura definir este termo apenas pela fracao proteica das células, os componentes nao
proteicos também foram incorporados nesta definicao, como: lipideos, RNAs mensageiros e
micro RNAs isolados ou secretados via corpos vesiculares. Este estudo mostra evidéncias

crescentes que as CTTs regulam diferentes caracteristicas tumorais, como angiogénese,
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crescimento tumoral, metastase, resisténcia aos farmacos e desregulacao imune através do
seu secretoma. As CTTs possuem a capacidade de regular varias caracteristicas do cancer
por meio da sua interacdo com as células do TME, liberando uma infinidade de quimiocinas,
citocinas, fatores de crescimento, hormdnios e metabdlitos (que estdo representados em cinza
na figura 1.12) (LOPEZ DE ANDRES et al., 2020).

Sendo assim, as células-tronco tumorais possuem a capacidade de recrutar para o
nicho tumoral as células-tronco mesenquimais, os fibroblastos e os macréfagos e, uma vez
no microambiente tumoral, essas entidades sdo ativadas para favorecer o0 processo
tumorigénico. As MSCs atuam auxiliando na modulac&o da vascularizacdo do nicho tumoral,
os fibroblastos se diferenciam em fibroblastos associados ao tumor, apoiando a manutencao
tumoral e metastase e, por fim, as CTTs ativam os macréfagos associados ao tumor,
conduzindo a evaséo da resposta imune (Figura 1.12) (LOPEZ DE ANDRES et al., 2020).
Figura 1. 12. Interacdo entre CTTs e células TME. As CTTs secretam diferentes fatores para recrutar

e ativar células-tronco mesenquimais (MSCs), fibroblastos associados ao cancer (CAFs) e células
imunes infiltrantes (macrdgafo) para o TME. As CSCs também promovem sua prépria manutencao e,

portanto, sdo capazes de regular processos de hipdxia, vasculariza¢do, metastase e evaséo da
resposta imune.

\ MANUTENGAO DAS CELULAS-TRONCO
| TUMORAIS
IL-6 ILB-1
SDF/ CXCL12
TGF-B IL-8 DESREGULAGAO DO PROCESSO IMUNE
. TGF-B IL-6 TGF-B
L6 ‘.. IL-4 CCL2 VEGF IL-6 MICL
e B el
CTT’s MACROFAGO MACROFAGO ASSOCIADO
) e AO TUMOR (TAM)
CELULAS-TRONCO Do
MESENQUIMAIS CGF SHH
TGF-B
TGF-B
——-
FIBROBLASTOS
FIBROBLASTOS ASSOCIADO
AO TUMOR

Fonte: Adaptado de Lopez de Andrés et al. 2020.

Desta forma, terapias que tem como alvo apenas as células de proliferacao tumoral,
podem resultar em tratamentos que ndo sejam eficazes, ndo conduzindo a total erradicagéo
das células cancerigenas. Portanto, para uma terapia eficaz torna-se necessario a utilizagéo

de tratamentos combinados, direcionados ao microambiente tumoral, que sejam capazes de
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interferir no funcionamento das CTTs, tentando atingir alguns dos mecanismos de evasao dos

tumores ao tratamento.

Para que se possa elaborar uma proposta terapéutica considerando todo o TME,
acredita-se que seja necessaria uma compreensdo dos marcadores de células-tronco

tumorais bem como de suas relacdes com essas células e com o TME.
1.4. Aldeido desidrogenase (ALDHSs)

A superfamilia de aldeido desidrogenases (ALDHSs) consiste em 19 isoenzimas
diferentes que sao conhecidas por diminuir o estresse causado por aldeidos. Elas possuem o
papel de converter aldeidos em seus respectivos acidos carboxilicos, utilizando NAD* como
cofator. Esta familia de isoenzimas é fundamental para a biossintese dos principais
reguladores metabdlicos da homeostase celular, como o &cido retindico (AR), &cido gama-
aminobutirico (GABA), dopamina e betaina (GELARDI, EDOARDO L.M. et al.,, 2021;
MORETTI et al., 2016).

No trabalho em questéo envolve pesquisas relacionadas a aldeido desidrogenase da
familia 1 (ALDH1), que é composta por trés isoformas diferentes (ALDH1Al, ALDH1A2 e
ALDH1A3), que estdo envolvidas na conversdo do retinal em acido retindico (AR) (Figura
1.13) (GELARDI et al., 2021).

Figura 1. 13. Converséo do retinal em &cido retindico, catalisada pelas ALDH1A.
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Nas ultimas décadas, durante a busca por biomarcadores de células-tronco do cancer,
descobriu-se que durante a proliferacdo dessas células ocorre uma super expressao das
isoenzimas ALDH1A. Assim, esta subfamilia foi destacada como um potencial biomarcador
de CTTs em varios tipos de tumores, como: glioblastoma, colorretal, cancer pancreatico,
cancer de mama, leucemia, cancer de figado e de pulmédo. Desta subfamilia, a isoforma
ALDH1A3 € a mais expressada dentre as demais (ALDH1Al1 e ALDH1A2) (GELARDI,
EDOARDO L.M. et al., 2021; PATTABIRAMAN; WEINBERG, 2014; THOMAS et al., 2016).
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Segundo Duan et al. (2016), a super-expressao da isoforma ALDH1A3 acontece em
uma variedade de tumores com a presenca de CTTs. Nesse contexto, estudos demonstram
que farmacos capazes de inibir seletivamente a ALDH1A3 podem vir a ser uma estratégia
interessante para diminuir a populacdo de células-tronco tumorais, fornecendo um novo
caminho de intervencdo terapéutica para o tratamento do cancer (DUAN et al., 2016;
GELARDI, EDOARDO L.M. et al., 2021; MORETTI et al., 2016; THOMAS et al., 2016).

1.4.1. ALDHSs no glioblastoma

Uma analise quantitativa de RT-PCR para medir o nivel de expressdo de mRNA de 19
isoformas de ALDH em astrocitos humanos, células U87MG (linhagem celular de glioblastoma
multiforme) e células-tronco do glioblastoma (GSC-19, GSC-84, GSC-83 e GSC-326), revelou
que a isoforma ALDH1A3 é a mais expressada da familia 1A, em algumas dessas linhagens
(Figura 1.14) (LI et al., 2021).

Figura 1. 14. Expresséo das isoenzimas ALDH1A3 em células-tronco de gliomas, na linhagem celular
U87MG e em astrocitos.
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Fonte: Adaptado de Ll et al. (2021).

Além disso, este estudo revelou que a supressao da expressao da ALDH1AS, a partir
de um candidato a inibidor, diminuiu drasticamente a producdo de &cido retindico e
consequentemente, afetou o crescimento das GSCs, sugerindo que esta isoenzima é um alvo

em potencial para o tratamento deste tipo de glioma (LI et al., 2021).

Contudo, um grande desafio que se deve levar em consideragdo durante o
desenvolvimento de inibidores seletivos para uma isoenzima individual de ALDH é a alta
similaridade de sequéncia entre essas isoenzimas. Sao 19 isoenzimas da superfamilia ALDH,
cada gqual com as suas caracteristicas bioquimicas e genéticas. Essa falta de seletividade dos
inibidores atuais torna dificil evitar a inibicdo de uma isoenzima ALDH sem afetar as outras,
causando efeitos adversos néo desejados. No entanto, quando se tem informacdes e
conhecimentos sobre a caracterizacdo bioquimica de cada isoenzima, torna-se possivel

desenvolver inibidores mais seletivos e adequados.

Em um estudo cristalografico da ALDH1A3 complexada com o &cido retindico,

juntamente com resultados de testes in silico que mapearam o sitio ligante desta isoenzima,
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revelou-se que, neste sitio, existem residuos de cisteina (Cys314) capazes de se ligar a
carbonila do acido retindico por ligacédo de hidrogénio. Ademais, o sitio apresenta uma elevada
superficie hidrofébica, capaz de interagir com por¢les lipofilicas do RA (Figura 1.15)
(MORETTI et al., 2016).

Figura 1. 15. O sitio de ligagdo do REA e as principais interacfes estabelecidas pelo REA com a
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Fonte: Adaptado de Moretti et al., 2016.

Em outro estudo realizado com um possivel inibidor dessa enzima revelou-se que,
para inibir a isoforma ALDH1A3 de forma seletiva, é necessario planejar compostos levando
em consideracdo a possivel interagdo por ligagdo de hidrogénio aos residuos Cys314 e
Thr315 (que atuam como doadores de ligacdo de hidrogénio) e a existéncia no sitio de dois

bolsos hidrofébicos proximos ao tinel de acesso ao substrato (LI et al., 2021).

1.5. Potencialidades dos terpenos nainibicdo da ALDH1A3: Citral

O Citral (Ci0H160) ou 3,7-dimetilocta-2,6-dienal, é uma mistura dos dois
estereoisdmeros geranial (isdmero E) e neral (isdmero Z) (Figura 1.16), de coloragcdo amarelo
palido e que apresenta um forte odor de liméo. Este composto pode ser encontrado em 6leos
essenciais como os de frutas citricas, capim-liméo e gengibre e, no que se refere as suas
aplicabilidades farmacol6gicas, ele tem demonstrado efeitos promissores, como:
antibacteriano, antitumoral e anti-inflamatério (SHARMA et al., 2019; SILVA et al., 2019;
TAMER; SUNA; OZCAN-SINIR, 2019).
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O geranial e o neral podem ser obtidos em bons rendimentos a partir de reacfes de
oxidacdo dos respectivos alcoois monoterpénicos geraniol e nerol utilizando diéxido de
manganés (SILVA et al., 2022).

Figura 1. 16. Representagéo estrutural dos isbmeros presentes no citral.
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Um estudo in vitro, realizado por Thomas et al. (2016), revelou uma interessante
atividade do citral em inibir a isoenzima ALDH1A3 em células de cancer de mama (MDA-MB-
231). Além disso, o tratamento com o terpeno resultou na inibicdo direta de crescimento do
tumor de mama, mas nao prejudicou as células saudaveis. Sendo assim, este estudo revelou
gue o citral pode ser considerado como um composto promissor para o tratamento do cancer,
uma vez que atuou reduzindo a massa tumoral, a populacdo de CTTs e preservou a
integridade das células saudaveis (THOMAS et al., 2016).

Com os conhecimentos sobre o sitio ligante da ALDH1A3, e devido a semelhanga
estrutural com o substrato retinal, acredita-se que o citral possa estar inibindo esta isoenzima
por meio de uma inibicdo competitiva com o retinal. A carbonila presente no citral pode
interagir com os residuos de cisteina e a porcao hidrofébica das unidades isoprénicas pode
preencher parcialmente o “bolsdo hidrofébico” presente no sitio ligante do acido retindico.
Portanto, acredita-se que, baseado no conhecimento do potencial sitio ligante para o citral
acrescido de novos estudos tedricos aliados a abordagem do design de analogos, seja
possivel planejar modificagfes na estrutura do citral, mais especificamente do geranial, com

0 intuito de aumentar sua agéo antiproliferativa por meio da inibicdo da ALDH1A3.

1.6. Como um inibidor de ALDH1A3 pode eliminar a populacdo de células-tronco

dos glioblastomas?

Como visto ao longo deste trabalho, as células-tronco tumorais séo a principal for¢a
motriz responsavel pela recorréncia de um tumor e pela resisténcia a terapia. Sendo assim,
direcionar pesquisas para a eliminacdo desta subpopulag&o celular com o intuito de remover

a capacidade de recidiva de um tumor pode ser uma estratégia terapéutica promissora.

O marcador de células-tronco tumorais ALDH1A3 é responsavel por catalisar a reacéo
de oxidacao do aldeido retinal para o acido retinoico (AR). Entre as aldeido desidrogenases

catalisadoras dessa reagdo, no glioblastoma, a isoenzima ALDH1A3 é a que esta presente
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em maiores concentracfes, revelando que em uma situacao proliferativa ela é super
expressada no meio celular, portanto, uma maior concentracéo de 4cido retindico é produzida
no meio (LI et al., 2021).

Alguns estudos vém revelando que a isoenzima ALDH1A3 pode ser um alvo
interessante para eliminagdo de células-tronco tumorais, uma vez que ela esté diretamente
ligada com a permanéncia e sobrevivéncia dessas células (GELARDI et al., 2021; LI et al.,
2021; MORETTI et al., 2016).

As células-tronco tumorais recrutam componentes do microambiente tumoral, como
fibroblastos associados ao céancer, macrofagos associados ao tumor e células-tronco
mesenquimais, criando uma rede de comunicacao, auxiliando na proliferacao e resisténcia do
tumor frente aos tratamentos antitumorais existentes. Ademais, um estudo realizado por Samir
Devalajara e colaboradores (2020) revelou que o TME induz células tumorais a produzirem
mais acido retindico, explicando o motivo de uma maior concentracdo de ALDH1A3. O AR
produzido ird polarizar a diferenciacdo de mondcitos intratumorais em direcdo aos macréfagos
associados ao tumor (TMAS) e para longe das células dentriticas (DCs), impedindo, portanto,
a atuacdo do sistema imune naquela microrregido tumoral, contribuindo para a proliferacdo
das células tumorais (DEVALARAJA et al., 2020).

Neste mesmo estudo, comprovou-se por analise do perfil de expressao génica que 0s
macrofagos associados ao tumor expressam mais proteinas de ligacdo de acido retindico
celular (CRABPS). Portanto, a necessidade de uma maior “producao” de acido retindico e o

motivo de se ter uma elevada expressao de ALDH1AS.

O citral possui a capacidade de inibir a enzima ALDH1A3 em células do cancer de
mama, e acredita-se que analogos deste composto, com as estruturas necessarias para
interacdo com o sitio ligante (carbonila para interagir com residuos de cisteina e porcdes
lipofilicas) possam ser possiveis inibidores da isoenzima. Ao inibi-la, impede-se a formagéo
de &cido retinéico no meio celular e, sendo assim, altera-se a polarizacdo que este composto
realiza para a producao de TAMs, impedindo que esses macréfagos do tipo M2 realizem suas
funcdes pré tumorais de protecdo das células-tronco tumorais dos tratamentos anticancer

existentes.

Portanto, acredita-se que uma terapia combinada de um inibidor de ALDH1AS3,
somados aos tratamentos de glioblastoma existente (temozolomida, radioterapia e cirurgia)
pode vir a ser uma estratégia eficaz para eliminacdo das células-tronco de gliomas,

contribuindo para uma maior expectativa de vida do paciente oncoldgico.



24

CAPITULO 2

Analise conformacional dos compostos
finais e intermediarios principais, seguidos
de Docking Molecular utilizando a
ALDH1A3 como alvo
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1. INTRODUCAO
1.1 Modelagem molecular: uma ferramenta essencial para o planejamento racional

de farmacos em quimica medicinal

A busca por novas substancias que sejam capazes de fornecer efeito farmacol6gico
no organismo humano esta presente desde os primérdios da humanidade e, atualmente, é
uma tarefa constante na medicina. Diversas pesquisas sdo realizadas no mundo inteiro, nos
mais diferentes ambitos farmacologicos, fazendo com que, todos os anos, novos farmacos
sejam introduzidos no arsenal terapéutico. O avanc¢o da tecnologia permitiu a introducéo de
metodologias computacionais que auxiliam na descoberta de novos farmacos de uma forma
mais racional, possibilitando encontrar estruturas mais especificas, com uma menor

toxicidade e maior eficacia.

7

A modelagem molecular € um conjunto de técnicas utilizadas para investigar as
estruturas e suas propriedades moleculares através da quimica computacional, incluindo
construcao, edicdo, visualizagao e, por fim, analises de sistemas moleculares que possam ser
essenciais no planejamento de compostos bioativos. Esta técnica permite o estabelecimento
de um modelo que descreve as interacdes entre enzima e substrato (ou inibidor) ou entre um
receptor e bioligantes (agonista/antagonista). Este modelo é definido em termos matemaéticos,
em que € possivel descrever ou representar um processo ou sistema envolvendo estruturas
moleculares, bem como realizar célculos e previsbes de propriedades a elas associadas
(BARREIRO et al., 1997; LEAL, 2003; SANT'ANNA, 2009).

Os métodos utilizados na modelagem molecular para analise de estruturas, bem como
de processos e/ou sistemas, compreendem os métodos de mecéanica quantica e de mecanica
molecular, estando a diferenca entre eles relacionada fundamentalmente no tratamento

matematico dado aos conjuntos atbmicos, envolvendo nucleos e eletrosferas (LEAL, 2003).
1.1.1 Meétodos de mecanica molecular

O método de mecénica molecular € um dos mais utilizados em modelagem molecular,
devido a simplicidade e menor demanda de tempo computacional. Nele “ignoram-se” os
elétrons e considera-se apenas a posicéo relativa dos nucleos dos atomos que formam uma
estrutura determinada por uma funcéo de interacéo, que tem origem nas forcas de repulséo e
atracdo que operam na estrutura. A soma de todas as energias de forcas repulsivas e atrativas
entre os atomos de uma estrutura corresponde a energia potencial total de uma molécula, o
gue faz com que a mecanica molecular também seja conhecida como o método dos campos
de forca (SHEN; YANG, 2018).
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Um campo de forcas pode ser definido, mais precisamente, como uma colecao de
equacBes que envolvem parametros energéticos que descreve diferentes classes de
moléculas com uma precisdo razoavel, e a confiabilidade nos calculos de mecéanica molecular
depende de funcbes de energia potencial das contribui¢cdes estruturais como, comprimentos
de ligacdo, angulos de ligacdo, angulos torsionais, distancia de van der Waals e interacfes
eletrostéaticas. A soma de todas essas contribui¢cdes € definida como a energia potencial total
(ou energia estérica) da molécula (Er) (Equacdo 1) (BARREIRO et al., 1997; LEACH, 1996;
LEAL, 2003; VANOMMESLAEGHE; GUVENCH; MACKERELL, 2014).

Er = Eu + Eang + Etors + Evaw 1 Eele Equacao 1

onde:

Eai = energia de deformacéo axial de ligacéo (energia covalente);

Eang = energia de deformacéo angular (energia covalente);

Eiwors = €nergia de tor¢do de ligacdo (energia covalente);

Evaw = energia de interacdes de Van de Waals (energia ndo covalente);
Eeie = energia de interacdes eletrostaticas (energia ndo covalente).

Das energias mencionadas anteriormente, deduz-se que, aquela associada a
deformacéo axial de ligacdo tem seus fundamentos formados a partir da lei de Hooke (usada
para calcular o modulo de forga elastica), onde considera-se a somatoria de todas as ligacdes

presentes na molécula (Equacéo 2) (LEAL, 2003).

_ Kest (r_ro)z
Eaxi - ZT

Equacéo 2
onde:

Kest = constante de for¢ca do estiramento da ligacao;

r = comprimento da ligagéo;

ro = comprimento da ligacao livre de tensao.

Para a energia de deformag&o angular, segue-se 0s mesmos parametros do calculo
de deformacéo axial de ligacdo. Todavia, considera-se a formacédo de um angulo 6 entre trés

atomos ligados em sequéncia (Equacéo 3) (LEAL, 2003).

Kang (9_90)2

Eang = 25—

Equacéo 3
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Quando se tem quatro atomos ligados em sequéncia, formam-se os angulos torcionais
(w) e a energia de torcéo de ligacdo esté relacionada a dificuldade existente na rotacdo em
torno de uma ligacéo, que ocorre devido a fatores de impedimentos estéricos. A equacéo 4

representa a forma de calcula-la.

Ktors (1£cosn x w)
2

Eiors = Z Equagdo 4

onde:

Kiors = constante de forga da torgcéo da ligagéo;
n = periodicidade;

w = angulo torsional.

Os atomos, quando muito proximos um do outro, sem a formacdo de ligacdes
gquimicas, séo influenciados pelas energias de repulsdo, ocasionando em um aumento de
energia potencial e desfavorecendo a estabilidade molecular. Contudo, quando muito
afastados, esta situacdo também se torna desfavoravel, uma vez que ocorre o rompimento
das interagdes dipolo-induzidas que mantem a atracdo mutua entre eles. Estes processos
afetam diretamente a energia potencial total da molécula e sédo levados em consideracdo no
calculo em questéo. Esta energia € denominada como energia de Van der Waals e o célculo
mais comumente utilizado é o potencial de Lennard-Jones (Equacé&o 5) (HOLTJE et al., 2008).
S B—iej Equacéo 5

12
Tl] Ti i

Evaw = ZiZj

onde:

Aj = coeficiente do termo repulsivo;

Bjj = coeficiente do termo atrativo;

rij = distancia entre dois atomos i e j ndo-ligados.

Tratando somente de hidrocarbonetos, as contribuicbes anteriores ja sao suficientes
para definir a energia potencial da molécula. Porém, quando se tem estruturas de outros
grupos funcionais, deve-se considerar as interacdes entre as cargas, quando elas estiverem
presentes. A energia responsavel por esta caracteristica é a de interagdes eletrostéticas, que

é descrita pela equacéo 6:

Equacéo 6
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onde:
€ = permissividade do meio;
gi e g; = cargas dos atomos i e j;

rij = distancia interatbmica entre i e j.

Os resultados da mecénica molecular sao de facil compreensédo, uma vez que se referem
a diferenca de energias entre diferentes geometrias de uma mesma estrutura e podem ser tado
precisos quanto os de mecanica quantica. Todavia, deve-se sempre ter em mente que 0s
resultados fornecidos por esta técnica ndo consideram a parte eletrénica da molécula. Sendo
assim, critérios rigidos de avaliac6es devem ser adotados para verificar a veracidade dos
resultados fornecidos (BARREIRO et al., 1997; LEACH, 1996).

1.1.2 Métodos de mecéanica quantica

Os métodos da mecanica quantica, diferente da mecanica molecular, consideram a
populacao eletrdnica da molécula nos calculos, sendo a energia obtida por meio de equacdes
da mecénica ondulatéria, que remontam a equacdo de Schrodinger, considerando as
caracteristicas ondulatérias dos elétrons no calculo de energia total do sistema (CRAMER,
2007). Sendo assim, com os célculos de mecéanica quéantica € possivel obter propriedades
gue levam em consideracao a distribuic&o eletrénica, tornando os resultados cada vez mais
préximos da realidade. Contudo, estes célculos consomem muito mais tempo, uma vez que
levam em consideragdo todos os elétrons da molécula, que sédo descritos por mdltiplas
fungbes de base e, sendo assim, podem apresentar certas limitacdbes em determinadas
analises. Dois métodos principais possuem utilidade em quimica computacional para fornecer

parametros quanticos:

e Métodos ab initio: sdo aqueles que apresentam a principal abordagem para realizar
calculos de propriedades eletrénicas, uma vez que ele utiliza todos os elétrons da
molécula. O tipo mais comum deste célculo é o método de Hartree-Fock, no qual
uma aproximacao primaria € inserida as repulsdes elétron-elétron, sem desprezar
qualquer dos termos ou integrais empregados no operador Hamiltoniano. Este
método fornece informagfes mais precisas sobre o comportamento dos elétrons e
utiliza equacdes exatas, sendo, portanto, muito Gtil para analises de moléculas
pequenas e, por ser mais exato, requer uma elevada memoria computacional e
tempo de célculo, sendo essa, portanto, a maior desvantagem do método.

Uma alternativa ao método ab initio € a Teoria do Funcional de Densidade (do

inglés Density Functional Theory, DFT), em que a energia total é expressa em
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termos de densidade eletrbnica total, em vez de funcdo de onda. A maior vantagem
da abordagem DFT esta relacionada ao menor tempo computacional. Este modelo
emprega um conjunto de funcbes de bases nos calculos e uma funcdo de base
minima conteria 0 nimero de funcdes necessarias para acomodar todos os orbitais
preenchidos de um atomo. Na prética, uma base minima inclui todos os orbitais
atdbmicos em uma camada. Existem diversas implementa¢cdes da DFT nhos métodos
quénticos, dependendo da forma da expressdo matematica utilizada para
representar a funcdo da densidade eletronica (funcional), sendo os funcionais mais
comuns o LYP e o B3LYP.

e Métodos semiempiricos: sdo métodos que consideram apenas os elétrons da
camada de valéncia em seus célculos, uma vez que sdo estes 0s elétrons
envolvidos em uma ligagdo quimica. Sendo assim, os célculos sdo mais
simplificados e possibilitam uma reducdo do tempo computacional (CRAMER,
2007; LEACH, 1996).

1.1.3 Anaéalise conformacional

As propriedades quimicas, fisicas e biol6gicas de uma molécula dependem da sua
estrutura tridimensional (a conformagdo que ela adota, especificamente). O arranjo dos
atomos e da prépria estrutura ndo é fixo no espaco e naturalmente, rotacionam em torno de
uma ou mais ligacdes simples. Sendo assim, estudar os arranjos espaciais (conformagdes)
energeticamente favoraveis de uma molécula (conformagdes de menor energia/mais estaveis)
sdo consideradas cruciais para estudos de “docking” molecular posteriores. O estudo desses
arranjos, visando encontrar conformacdes de menor energia e em maior proporcéo, é
chamada de andlise conformacional (LEACH, 1996; SANT’ANNA, 2009).

As moléculas, quando representadas tridimensionalmente, ndo estdo
necessariamente na sua conformacdo mais estavel. Diante disso, estas distor¢cdes sao
otimizadas pelos procedimentos de minimizacdo de energia, a fim de identificar as
conformagfes preferenciais. A andlise conformacional pode ser feita por meio de dois

métodos computacionais essenciais:

e Método sistematico: no qual a busca conformacional é baseada na andlise
combinatéria de todos os possiveis angulos de tor¢do da molécula. E um método
em que se explora as conformacdes de menor energia, combinando
sistematicamente todos os angulos de tor¢éo relevantes da molécula.

e Método aleatério: a investigacdo conformacional é realizada através de

movimentos aleatorios nas posi¢cdes dos atomos e as estruturas geradas sao
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aceitas ou ndo de acordo com as janelas energéticas definidas pelo analista. O
método randdmico de busca conformacional utiliza um gerador numérico
randémico, que seleciona diversas conformacfes a fim de obter uma descricdo
estatistica do sistema. O método de Monte Carlo é o método randdmico mais
comumente utilizado nas analises conformacionais (CRAMER, 2007; LEACH,
1996).

1.1.4 Método randdmico de Monte Carlo

Este método é um dos mais utilizados para a realizagdo da varredura do espaco
conformacional. Ele € um método de busca aleatéria e tem como objetivo gerar eventuais
conformagdes, minimiza-las e armazena-las, cobrindo potencialmente toda a area do espaco
conformacional (LEAL, 2003).

Apo6s o armazenamento dessas conformagdes, variagdes estruturais séo realizadas
na estrutura inicial, principalmente nos angulos torcionais, minimizando-as mais uma vez a
partir da mecanica molecular. A nova conformacdo gerada é comparada a primeira e
armazenada, se for Unica e diferente, ou rejeitada, se for uma conformacao duplicada. O
processo é repetido diversas vezes, comparando as estruturas geradas com as iniciais de

minimos armazenadas em ciclos anteriores (Figura 2.1).

Figura 2. 1. Fluxograma dos procedimentos seguidos no método de Monte Carlo.

IConforma do inicial |

Y

Minirmizar a energia |—1—| Reconectar anéis fragrentados |

Enemiza dentro dos limites desejados? —
(1: intervalo de energia; SIM NAD >

2: verficagdo de estereacentros, l
distincias ineratimicas e wrsies)

Disténcias para fechamento
dos aneis dentra dos
limites estabelecidos?

f

Aohcar vanacies alealonas
nas coordenadas escoifidas
para serem alieradas

Recuperar conformagdo
ce parida previa

Cuplicata de estutura
ja armazenada?

] A

Abrir aneis fiexvels

I 3

F 9

Ammnazenar a esfrufura

Busca completa?

| Escolter nova conformacio de paida

SIM NAO >

Crdenar estnaduwas por
energia £ gravar resulfados

Fonte: Leal (2003).

Para o calculo em questdo o analista escolhe o numero de ciclos desejado e/ou a

guantidade minima de conformacfes aceitas e, ap0s alcancar este limite, interrompe-se o



31

calculo. Ao final, tem-se um conjunto de conformacdes Unicas que formardo a densidade

populacional das conformagfes mais estaveis da molécula (CRAMER, 2007).
1.1.5 Simulagbes de docking molecular

Os processos de simulacdo de docking molecular é caracterizado pela geracéao de
possibilidades de encaixe proteina-ligante de forma tridimensional simulado
computacionalmente. A predicao do ligante mais adequado é realizada a partir da aplicacédo
da funcdo escore empirica, que torna possivel analisar a interacdo deste complexo. Este tipo
de abordagem computacional permite a triagem in silico de bibliotecas de compostos,
tornando possivel avaliar a afinidade e especificidade de compostos a partir de propriedades
estruturais e quimicas, como geometria, densidade de cargas, polaridade, potencial de
ligacdes de hidrogénio e intera¢des hidrofobicas. Sendo assim, esta sele¢cdo de possiveis
ligantes possui a fungao de identificar moléculas que se ligam mais fortemente a uma proteina
alvo em relacdo ao seu substrato natural, assim a reagéo bioquimica que esta macromolécula
realiza pode ser alterada ou impedida (em casos de inibigdo) (DE AZEVEDO JR., 2010; DE
AZEVEDO; DIAS, 2008).

Existem diversas metodologias para realizacdo do docking molecular e para este
estudo, utilizou-se o método de evolugdo diferencial guiada (Guided differential evolution,
GDE) implementado no software Molegro Virtual Docker (MVD). O MVD é capaz de encontrar
a posicdo correta de um ligante e exibe um melhor desempenho se comparado com 0s
programas AUTODOCK, SURFLEX, FLEXX e GOLD (DE AZEVEDO JR., 2010; HEBERLE;
F. DE AZEVEDO, 2011; THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006).

As simulacdes foram realizadas através do MOLDOCK, onde o melhor complexo
proteina-ligante é a posi¢cdo mais préxima da estrutura cristalogréfica. Sendo assim, deve-se
estabelecer uma metodologia que avalia a distancia entre a solugdo gerada na simulagéo
(pose) e a cristalogréfica. Essa distancia pode ser avaliada utilizando o Desvio médio
quadratico (RMSD), que € uma medida das diferengas entre os valores previstos pelo modelo

e 0s encontrados apos o docking (complexo proteina-ligante).

Nas simulagfes de docking, espera-se que os melhores resultados gerem um RMSD

inferior a 2,0 A.
2. OBJETIVOS

Identificar compostos terpendides analogos do citral (mais especificamente do geranial)
como possiveis inibidores para a enzima ALDH1A3 por meio de estudos estruturais focados

na interacdo proteina-ligante.
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2.10bjetivos especificos
o Realizar a analise conformacional das estruturas planejadas neste trabalho por
métodos de mecéanica molecular e mecéanica quéantica.

e Simular computacionalmente a interagdo entre os potenciais ligantes planejados neste
trabalho e o sitio ativo do &cido retindico da enzima ALDH1A3 por meio de simulagfes de
docking molecular.

3. SECAO EXPERIMENTAL

Os estudos de modelagem molecular foram desenvolvidos nos computadores do
laboratério coordenado pelo Professor Daniel Henriques Soares Leal (Instituto de Fisica e
Quimica, Unifei), utilizando os softwares Spartan’14® e Gaussian09® para realizagédo da
analise conformacional, tanto por Métodos de Mecéanica molecular guanto Mecéanica Quéntica.
Para visualizagdo das estruturas e geragdo das figuras tridimensionais, utilizou-se os
softwares GaussView 6® e BIOVIA Discovery Studio®. Para realiza¢do do docking utilizou-se
o programa Molegro Virtual Docker® e, para visualizagdo e interpretacdo dos resultados,

utilizou-se também o BIOVIA Discovery Studio®.
3.1 Analise conformacional

Utilizando a interface gréafica do programa Gaussian09® (GaussView 6®), desenhou-
se as estruturas tridimensionais das formas neutras e protonadas das moléculas planejadas.
Ajustou-se a geometria inicial de cada estrutura desenhada e, posteriormente, iniciou-se a
analise conformacional com mecéanica molecular, explorando as conformacdes mais estaveis

utilizando o software Spartan’14®.

Esta analise conformacional foi realizada por busca aleatéria, utilizando o método de
Monte Carlo. As conformacdes de partida utilizadas na busca foram otimizadas em fase
gasosa, utilizando o campo de forca MMFF (do inglés Merck Molecular Force Field) e a funcéo
de busca conformer distribution. As buscas realizadas para cada conformacdo de partida
variaram em no maximo 100 estruturas geradas e selecionou-se as conformagfes que
contribuiram para uma distribuicdo cumulativa de Boltzmann de no minimo 60% para cada

composto, incluindo sua base e acido conjugado.

Em seguida, as estruturas selecionadas anteriormente foram otimizadas com métodos
guanto-mecanicos em nivel DFT (funcional B3LYP) e conjunto de bases 6-31G(d,p) e
solvatagdo implicita IEFPCM em &gua no software Gaussian09®. Este nivel de célculo foi
selecionado visando resultados que possibilitaram encontrar a conformagéo de menor energia

para cada composto planejado.
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3.2 Protocolo de docking rigido-flexivel com o programa Molegro Virtual Docker

Na interface do programa BIOVIA Discovery Studio®, exportou-se a estrutura
cristalografica da ALDH1A3 depositada no Protein Data Bank com o cédigo 5FHZ (MORETTI
et al., 2016). A unidade ativa desta enzima trata-se de um tetrdmero; porém, com o objetivo
de acelerar os estudos computacionais, apenas uma das cadeias foi utilizada (cadeia A).
Preparou-se a macromolécula verificando-se a existéncia de fragmentac¢des na estrutura dos

aminoacidos, a aromaticidade de residuos e as cargas existentes.

A macromolécula previamente tratada no BIOVIA Discovery Studio® foi exportada para o
Molegro Virtual Docker®, seguindo-se a detec¢ao de todas as cavidades existentes, inclusive
aguela do 4cido retindico. O espaco de trabalho foi definido como uma esfera de 10 angstrons

centrada na cavidade onde se encontrava o0 REA e o NAD* na estrutura cristalografica.

A funcéo de pontuacéo (score) utilizada foi o MolDock Score [GRID], utilizando o algoritmo
MOLDOCK SE (indicado para moléculas mais flexiveis) com 20 corridas por ligante. Para
avaliar se o protocolo ofereceria resultados confidveis, realizou-se o redocking utilizando o

ligante cristalografico (REA).

ApOGs validagdo do protocolo por meio do redocking, refez-se todo o processo dito
anteriormente modificando-se a estrutura do acido retindico para o aldeido retinal, e o NAD+
para sua forma reduzida (NADH), uma vez que se acredita que os compostos planejados
neste projeto possam atuar como inibidor competitivo da ALDH1A3. Sendo assim, é valido
avaliar esta capacidade de inibicdo comparando com o retinal e ndo com a de seu produto.
Diante disso, ap6s o redocking, foram importados para o programa os ligantes de menor

energia (apds analise conformacional) e o docking foi realizado.
4. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O objetivo das simulacées computacionais foi avaliar as propriedades fisico-quimicas dos
compostos planejados neste projeto e verificar se eles possuiam ou nao capacidade de inibir
o0 alvo de interesse (ALDH1A3). Os resultados encontrados na analise conformacional foram

extremamente importantes para compreensao das caracteristicas dos monoterpenos.



34

REFERENCIAS

AGUNDEZ, JOSE A.G. et al. Clinical practice guidelines for translating
pharmacogenomic knowledge to bedside. Focus on anticancer drugs. Frontiers in
Pharmacology, [s. |.], v. 5 AUG, p. 188, 2014.

ALLAVENA, Paola; DIGIFICO, Elisabeth; BELGIOVINE, Cristina. Macrophages and
cancer stem cells: a malevolent alliance. Molecular Medicine, [s. |.], v. 27, n. 1, p. 1-
14, 2021. Disponivel em: https://molmed.biomedcentral.com/articles/10.1186/s10020-
021-00383-3. Acesso em: 27 jun. 2023.

ANDERSON, NICOLE M.; SIMON, M. CELESTE. The tumor microenvironment.
Current Biology, [s. I.], v. 30, n. 16, p. R921-R925, 2020.

AUDRITO, VALENTINA et al. NAD-Biosynthetic and consuming enzymes as central
players of metabolic regulation of innate and adaptive immune responses in cancer.
Frontiers in Immunology, [s. ], v. 10, p. 1720, 2019. Disponivel em:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/31402913/. Acesso em: 3 jun. 2022.

AUFFRAY, CEDRIC; SIEWEKE, MICHAEL H.; GEISSMANN, FREDERIC. Blood
monocytes: development, heterogeneity, and relationship with dendritic cells. Annual
Review of Imunology, [s. L], v. 27, p. 669-692, 2009. Disponivel em:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/19132917/. Acesso em: 3 jun. 2022.

BARREIRO, Eliezer J. et al. Modelagem molecular: uma ferramenta para o
planejamento racional de farmacos em quimica medicinal. Quimica Nova, [s. I.], v.
20, n. 3, p. 300-310, 1997. Disponivel em:
http://www.scielo.br/j/gn/a/pWzK48Xxh965cnQkSFmnd3j/?lang=pt. Acesso em: 18 jul.
2022.

BECKERMANN, B. M. et al. VEGF expression by mesenchymal stem cells contributes
to angiogenesis in pancreatic carcinoma. British Journal of Cancer 2008, [s. I.], v.
99, n. 4, p. 622-631, 2008. Disponivel em: https://www.nature.com/articles/6604508.

Acesso em: 31 maio 2022.

CHESLER, DAVID A.; BERGER, MITCHELL S.; QUINONES-HINOJOSA, ALFREDO.
The potential origin of glioblastoma initiating cells. Frontiers in bioscience (Scholar
edition), [s. I.], v. 4, n. 1, p. 190, 2012. Disponivel em: /pmc/articles/PMC3635065/.

Acesso em: 25 maio 2022.



35

CLAYDEN, JONATHAN; GREEVES, NICK; WARREN, STUART. Organic
Chemistry. 2% d. [S. |.: s. n.], 2012.

CLEVERS, HANS; WATT, FIONA M. Defining adult stem cells by function, not by
phenotype. Annual Review of Biochemistry, [s. I.], v. 87, p. 1015-1027, 2018.
Disponivel em: https://www.annualreviews.org/doi/abs/10.1146/annurev-biochem-
062917-012341. Acesso em: 30 maio 2022.

COHEN, MARTIN H.; JOHNSON, JOHN R.; PAZDUR, RICHARD. Food and Drug
Administration Drug approval summary: temozolomide plus radiation therapy for the
treatment of newly diagnosed glioblastoma multiforme. Clinical Cancer Research :
An Official Journal of the American Association for Cancer Research, [s. ], v.
11, n. 19 Pt 1, p. 6767-6771, 2005. Disponivel em:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/16203762/. Acesso em: 28 maio 2022.

CONDEELIS, JOHN; POLLARD, JEFFREY W. Macrophages: obligate partners for
tumor cell migration, invasion, and metastasis. Cell, [s. ], v. 124, n. 2, p. 263—-266,
2006. Disponivel em: http://www.cell.com/article/S0092867406000559/fulltext.
Acesso em: 30 maio 2022.

CRAMER, Christopher J. Essentials of computational chemistry: theories and
models. 2°d. [S. |.]: John Wiley & Sons, Inc., 2007.

DE AZEVEDO, Walter Filgueira; DIAS, Raquel. Evaluation of ligand-binding affinity
using polynomial empirical scoring functions. Bioorganic & medicinal chemistry, [s.
L], V. 16, n. 20, p. 9378-9382, 2008. Disponivel em:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/18829335/. Acesso em: 6 ago. 2023.

DE AZEVEDO JR., Walter. MolDock applied to structure-based virtual screening.
Current drug targets, [s. ], v. 11, n. 3, p. 327-334, 2010. Disponivel em:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/20210757/. Acesso em: 6 ago. 2023.

DEVALARAJA, SAMIR et al. Tumor-derived retinoic acid regulates intratumoral
monocyte differentiation to promote immune suppression. Cell, [s. L], v. 180, n. 6, p.
1098-1114.e16, 2020. Disponivel em:
http://www.cell.com/article/S0092867420302191/fulltext. Acesso em: 30 maio 2022.

DIRKS, P. B. Glioma migration: clues from the biology of neural progenitor cells and
embryonic CNS cell migration. Journal of Neuro-Oncology 2001, [s. |.], v. 53, n. 2, p.



36

203-212, 2001. Disponivel em:
https://link.springer.com/article/10.1023/A:1012273922478. Acesso em: 25 maio
2022.

DOS REIS, DIJOVANI BATISTA et al. Synthesis and biological evaluation against
Mycobacterium tuberculosis and Leishmania amazonensis of a series of diaminated
terpenoids. Biomedicine & Pharmacotherapy, [s. |.], v. 84, p. 1739-1747, 2016.

DUAN, J et al. ALDH1A3, a metabolic target for cancer diagnosis and therapy.
International journal of cancer, [s. ], v. 139, n. 5, p. 965-975, 2016. Disponivel em:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/26991532/. Acesso em: 28 out. 2021.

FERLAY, J et al. GLOBOCAN 2012: Estimated cancer incidence, mortality and
prevalence worldwide in 2012. International Agency for Research on Cancer, [s. |.],
n. 11, 2013. Disponivel em: https://publications.iarc.fr/Databases/larc-
Cancerbases/GLOBOCAN-2012-Estimated-Cancer-Incidence-Mortality-And-
Prevalence-Worldwide-In-2012-V1.0-2012. Acesso em: 25 maio 2022.

FRIEDMANN-MORVINSKI, DINORAH et al. Dedifferentiation of neurons and
astrocytes by oncogenes can induce gliomas in mice. Science, [s. |], v. 338, n. 6110,
p. 1080-1084, 2012.

GELARDI, Edoardo L.M. et al. A selective competitive inhibitor of aldehyde
dehydrogenase 1A3 hinders cancer cell growth, invasiveness and stemness in vitro.
Cancers, [s. ], v. 13, n. 2, p. 1-20, 2021.

GELARDI, EDOARDO L.M. et al. A selective competitive inhibitor of Aldehyde
Dehydrogenase 1A3 hinders cancer cell growth, invasiveness and stemness in vitro.
Cancers, [s. L], wv. 13, n. 2, p. 1-20, 2021. Disponivel em:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/33478031/. Acesso em: 8 jun. 2022.

GOCHEVA, VASILENA et al. IL-4 induces cathepsin protease activity in tumor-
associated macrophages to promote cancer growth and invasion. Genes &
Development, [s. L], v. 24, n. 3, p. 241, 2010. Disponivel em:
/pmc/articles/PMC2811826/. Acesso em: 30 maio 2022.

GOSWAMI, SUMANTA et al. Macrophages promote the invasion of breast carcinoma
cells via a colony-stimulating factor-1/epidermal growth factor paracrine loop. Cancer
Research, [s. ], v. 65, n. 12, p. 5278-5283, 2005. Disponivel em:



37

https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/15958574/. Acesso em: 30 maio 2022.

GRAHAM SOLOMONS, T. W.; FRYHLE, CRAIG B. Quimica Organica : volume 1. [s.
l.], p. 648, 2012.

GZELL, C. et al. Radiotherapy in glioblastoma: the past, the present and the future.
Clinical Oncology, [s. I.], v. 29, n. 1, p. 15-25, 2017.

HAMBARDZUMYAN, DOLORES; BERGERS, GABRIELE. Glioblastoma: defining
tumor niches. Trends in Cancer, [s. ], v. 1, n. 4, p. 252-265, 2015. Disponivel em:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/27088132/. Acesso em: 3 jun. 2022.

HASSN MESRATI, MALAK et al. Understanding glioblastoma biomarkers: knocking a
mountain with a hammer. Cells, [s. ], v. 9, n. 5, 2020. Disponivel em:
/pmc/articles/PMC7291262/. Acesso em: 4 jun. 2022.

HEBERLE, G.; F. DE AZEVEDO, W. Bio-inspired algorithms applied to molecular
docking simulations. Current medicinal chemistry, [s. ], v. 18, n. 9, p. 1339-1352,
2011. Disponivel em: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/21366530/. Acesso em: 6 ago.
2023.

HOLTJE, Hans-Dieter et al. Molecular modeling: basic principles and
applications. 3°ed. [S. I|:. s. n], 2008. E-book. Disponivel em:
https://www.wiley.com/en-
be/Molecular+Modeling:+Basic+Principles+and+Applications,+3rd+Edition-p-
9783527315680. Acesso em: 11 jul. 2023.

IDBAIH, AHMED et al. Two types of chromosome 1p losses with opposite significance
in gliomas. Annals of Neurology, [s. I.], v. 58, n. 3, p. 483—-487, 2005. Disponivel em:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/16130103/. Acesso em: 26 maio 2022.

INCA. Como surge o cancer? | INCA - Instituto Nacional de Céancer. [S. |.], 2021.
Disponivel em: https://www.inca.gov.br/como-surge-o-cancer. Acesso em: 18 out.
2021.

INCA - INSTITUTO NACIONAL DE CANCER. Tipos de cancer | Cancer do sistema
nervoso central. [S. |.], 2022. Disponivel em: https://www.inca.gov.br/tipos-de-

cancer/cancer-do-sistema-nervoso-central. Acesso em: 25 maio 2022.

JIANG, YIWEN et al. Glioblastoma cell malignancy and drug sensitivity are affected by



38

the cell of origin. Cell Reports, [s. |], v. 18, n. 4, p. 977-990, 2017. Disponivel em:
http://www.cell.com/article/S2211124717300219/fulltext. Acesso em: 31 maio 2022.

JOYCE, JOHANNA A.; POLLARD, JEFFREY W. Microenvironmental regulation of
metastasis. Nature Reviews Cancer 2009, [s. I.], v. 9, n. 4, p. 239-252, 2008.

Disponivel em: https://www.nature.com/articles/nrc2618. Acesso em: 30 maio 2022.

KALLURI, RAGHU; ZEISBERG, MICHAEL. Fibroblasts in cancer. Nature Reviews
Cancer 2006, [s. IL], v. 6, n. 5 p. 392-401, 2006. Disponivel em:

https://www.nature.com/articles/nrc1877. Acesso em: 30 maio 2022.

KOBAYASHI, Natalia Cristina Ciufa; DE NORONHA, Samuel Marcos Ribeiro. Cancer
stem cells: A new approach to tumor development. Revista da Associacdo Médica
Brasileira, [s. I.], v. 61, n. 1, p. 86-93, 2015.

KUMAR, VINIT et al. The nature of myeloid-derived suppressor cells in the tumor
microenvironment. Trends in Immunology, [s. ], v. 37, n. 3, p. 208-220, 2016.
Disponivel em: http://www.cell.com/article/S1471490616000053/fulltext. Acesso em:
31 maio 2022.

LATHIA, JUSTIN D. et al. Cancer stem cells in glioblastoma. Genes & development,
[s. L], wv. 29, n. 12, p. 1203-1217, 2015. Disponivel em:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/26109046/. Acesso em: 25 maio 2022.

LEACH, Andrew R. Molecular modelling: principles and applications. Seconded.
Edinburgh: [s. n.j, 1996. E-book. Disponivel em:
http://gec.di.uminho.pt/mmnt/modsim/molecmodelling_ch-1.pdf. Acesso em: 18 jul.
2022.

LEAL, Daniel Henriques Soares. Sintese e estudos de modelagem molecular de
peptideomiméticos da sequéncia rgd, inibidores potenciais da angiogénese

tumoral. 2003. - Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 2003.

LEE, SANG Y. Temozolomide resistance in glioblastoma multiforme. Genes &
Diseases, [s. ], v. 3, n. 3, p. 198, 2016. Disponivel em: /pmc/articles/PMC6150109/.

Acesso em: 28 maio 2022.

LI, JIANFENG et al. A specific inhibitor of ALDH1A3 regulates retinoic acid

biosynthesis in glioma stem cells. Communications Biology 2021, [s. l.], v. 4,n. 1, p.



39

1-16, 2021. Disponivel em: https://www.nature.com/articles/s42003-021-02949-7.

Acesso em: 8 jun. 2022.

LIEBER, E. et al. Infrared spectra of acid azides, carbamyl azides and other azido
derivatives: Anomalous splittings of the N3 stretching bands. Spectrochimica Acta,
[s. 1], v. 19, p. 1135-1144, 1963.

LIU, CHONG et al. Mosaic analysis with double markers reveals tumor cell of origin in
glioma. Cell, [s. L], v. 146, n. 2, p. 209-221, 2011. Disponivel em:
http://www.cell.com/article/S0092867411006568/fulltext. Acesso em: 31 maio 2022.

LLAGUNO, SHEILA R.ALCANTARA; PARADA, LUIS F. Cell of origin of glioma:
biological and clinical implications. British Journal of Cancer 2016, [s. |.], v. 115, n.
12, p. 1445-1450, 2016. Disponivel em: https://www.nature.com/articles/bjc2016354.
Acesso em: 31 maio 2022.

LOPEZ DE ANDRES, JULIA et al. Cancer stem cell secretome in the tumor
microenvironment: a key point for an effective personalized cancer treatment. Journal
of Hematology & Oncology 2020, [s. I.], v. 13, n. 1, p. 1-22, 2020. Disponivel em:
https://jhoonline.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13045-020-00966-3.  Acesso
em: 4 jun. 2022.

LOUIS, DAVID N. et al. The 2007 WHO classification of tumours of the central nervous
system. Acta Neuropathologica, [s. |.], v. 114, n. 2, p. 97-109, 2007. Disponivel em:
https://link.springer.com/article/10.1007/s00401-007-0243-4. Acesso em: 25 maio
2022.

LOUIS, DAVID N. et al. The 2016 World Health Organization classification of tumors
of the central nervous system: a summary. Acta Neuropathologica, [s. |.], v. 131, n.
6, p. 803-820, 2016. Disponivel em: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/27157931/.
Acesso em: 25 maio 2022.

MAMAN, SHELLY; WITZ, ISAAC P. A history of exploring cancer in context. Nature
Reviews Cancer 2018, [s. |.], v. 18, n. 6, p. 359-376, 2018. Disponivel em:
https://www.nature.com/articles/s41568-018-0006-7. Acesso em: 30 maio 2022.

MARTINS, Leandro; CARDOSO, Dilson. Producéo de etilenoglicois e derivados por
reagOes cataliticas do Oxido de eteno. Quimica Nova, [s. |.], v. 28, n. 2, p. 264-273,
2005. Disponivel em: https://www.scielo.br/j/gn/a/J6Lt73yzGy6bxMr7Sbgnzgn/.



40

Acesso em: 8 jul. 2023.

MAYO CLINIC. Glioblastoma - Overview. [S. ], 2020. Disponivel em:
https://www.mayoclinic.org/diseases-conditions/glioblastoma/cdc-20350148. Acesso
em: 28 maio 2022.

MCLENDON, ROGER et al. Comprehensive genomic characterization defines human
glioblastoma genes and core pathways. Nature 2008, [s. l.], v. 455, n. 7216, p. 1061—
1068, 2008. Disponivel em: https://www.nature.com/articles/nature07385. Acesso em:
26 maio 2022.

MENENDEZ, D. et al. Changing the p53 master regulatory network: ELEMENTary, my
dear Mr Watson. Oncogene, [s. L], v. 26, n. 15, p. 2191-2201, 2007.

MIMEAULT, M et al. Recent advances in cancer stem/progenitor cell research:
therapeutic implications for overcoming resistance to the most aggressive cancers.
Journal of Cellular and Molecular Medicine, [s. |], v. 11, n. 5, p. 981-1011, 2007.
Disponivel em: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/17979879/. Acesso em: 28 out. 2021.

MORETTI, ANDREA et al. Crystal structure of human aldehyde dehydrogenase 1A3
complexed with NAD+ and retinoic acid. Scientific Reports 2016, [s. |.], v. 6, n. 1, p.
1-12, 2016. Disponivel em: https://www.nature.com/articles/srep35710. Acesso em: 8
jun. 2022.

OHGAKI, HIROKO; KLEIHUES, PAUL. Genetic pathways to primary and secondary
glioblastoma. The American Journal of Pathology, [s. |.], v. 170, n. 5, p. 1445-1453,
2007. Disponivel em: http://ajp.amjpathol.org/article/S0002944010613582/fulltext.

Acesso em: 26 maio 2022.

ONZI, GIOVANA RAVIZZONI et al. Analysis of the safety of mesenchymal stromal
cells secretome for glioblastoma treatment. Cytotherapy, [s. I.], v. 18, n. 7, p. 828—
837, 2016. Disponivel em: http://wwwe.isct-
cytotherapy.org/article/S1465324916303413/fulltext. Acesso em: 31 maio 2022.

OSTROM, QUINN T. et al. CBTRUS statistical report: primary brain and other central
nervous system tumors diagnosed in the United States in 2011-2015. Neuro-
oncology, [s. I], v. 20, n. suppl_4, p. ivl-iv86, 2018. Disponivel em:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/30445539/. Acesso em: 26 maio 2022.



41

PAGET, STEPHEN. The distribution of secondary growths in cancer of the breast. The
Lancet, [s. |.], v. 133, n. 3421, p. 571-573, 1989.

PATTABIRAMAN, Diwakar R; WEINBERG, Robert A. Tackling the cancer stem cells
— what challenges do they pose?. Nature Reviews. Drug Discovery, [s. |], v. 13, n.
7, p. 497, 2014. Disponivel em: /[pmc/articles/PMC4234172/. Acesso em: 3 nov. 2021.

PITTENGER, MARK F. et al. Mesenchymal stem cell perspective: cell biology to
clinical progress. NPJ Regenerative Medicine 2019, [s. |], v. 4, n. 1, p. 1-15, 20109.
Disponivel em: https://www.nature.com/articles/s41536-019-0083-6. Acesso em: 31
maio 2022.

POLLARD, JEFFREY W. Tumour-educated macrophages promote tumour
progression and metastasis. Nature Reviews Cancer 2004, [s.l.],v.4,n. 1, p. 71-78,
2004. Disponivel em: https://www.nature.com/articles/nrc1256. Acesso em: 30 maio
2022.

POPR, MARTIN; HYBELBAUEROVA, SIMONA; JINDRICH, JINDRICH. A complete
series of 6-deoxy-monosubstituted tetraalkylammonium derivatives of a-, B-, and y-
cyclodextrin with 1, 2, and 3 permanent positive charges. Beilstein Journal of
Organic Chemistry, [s. L], v. 10, n. 1, p. 1390-1396, 2014. Disponivel em:
https://www.beilstein-journals.org/bjoc/articles/10/142. Acesso em: 24 maio 2022.

PRAGER, BRIANA C. et al. Glioblastoma stem cells: driving resilience through chaos.
Trends in Cancer, [s. ], v. 6, n. 3, p. 223-235, 2020. Disponivel em:
http://www.cell.com/article/S240580332030025X/fulltext. Acesso em: 3 jun. 2022.

QUINONES-HINOJOSA, ALFREDO et al. Cellular composition and cytoarchitecture of
the adult human subventricular zone: a niche of neural stem cells. Journal of
Comparative Neurology, [s. I.], v. 494, n. 3, p. 415-434, 2006. Disponivel em:
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/cne.20798. Acesso em: 25 maio 2022.

SALEM, HUSEIN K.; THIEMERMANN, CHRIS. Mesenchymal stromal cells: current
understanding and clinical status. Stem Cells, [s. I.], v. 28, n. 3, p. 585-596, 2010.
Disponivel em: https://academic.oup.com/stmcls/article/28/3/585/6419942. Acesso
em: 3 jun. 2022.

SANT’ANNA, Carlos Mauricio R. Molecular modeling methods in the study and design

of bioactive compounds: an introduction. Revista Virtual de Quimica, [s. ], v. 1, n. 1,



42

20009.

SEIDEL, SASCHA et al. A hypoxic niche regulates glioblastoma stem cells through
hypoxia inducible factor 2 alpha. Brain: A Journal of Neurology, [s. I.], v. 133, n. Pt
4, p. 983-995, 2010. Disponivel em: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/20375133/.

Acesso em: 4 jun. 2022.

SHAHAR, TAL et al. Percentage of mesenchymal stem cells in high-grade glioma
tumor samples correlates with patient survival. Neuro-Oncology, [s. |.], v. 19, n. 5, p.
660—668, 2017. Disponivel em: https://academic.oup.com/neuro-
oncology/article/19/5/660/2706378. Acesso em: 31 maio 2022.

SHARMA, Sandeep et al. Chemical properties and therapeutic potential of citral, a
monoterpene isolated from lemongrass. Medicinal Chemistry, [s. .],v. 17, n. 1, p. 2—
12, 2019.

SHAW, E.G et al. Reexamining the radiation therapy oncology group (RTOG) recursive
partitioning analysis (RPA) for glioblastoma multiforme (GBM) patients. International
Journal of Radiation Oncology Biology Physics, [s. |.], v. 57, n. 2, p. S135-S136,
2003.

SHEN, Lin; YANG, Weitao. Molecular dynamics simulations with quantum
mechanics/molecular mechanics and adaptive neural networks. Journal of Chemical
Theory and Computation, [s. L], v. 14, n. 3, p. 1442-1455, 2018. Disponivel em:
https://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/acs.jctc.7b01195. Acesso em: 18 jul. 2022.

SILVA, Jorge Alberto Valle et al. Molecular modeling studies on the interactions of 7-
methoxytacrine-4-pyridinealdoxime, 4-PA, 2-PAM, and obidoxime with VX-inhibited
human acetylcholinesterase: a near attack conformation approach. Journal of
Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry, [s. ], v. 34, n. 1, p. 1018-1029, 2019.
Disponivel em: http://repositorio.ufla.br/jspui/handle/1/40923. Acesso em: 21 nov.
2021.

SILVA, Gabriel dos Santos e et al. Review of anticancer activity of monoterpenoids:
Geraniol, nerol, geranial and neral. Chemico-Biological Interactions, [s. L], p.
109994, 2022. Disponivel em:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0009279722001995. Acesso em: 8 jun.
2022.



43

STEVENS, MALCOLM F.G. Temozolomide: from cytotoxic to molecularly targeted
agent. Cancer Drug Design and Discovery: Second Edition, [s. I.], p. 145-164,
2014.

STOYANOV, GEORGE S. et al. Reclassification of glioblastoma multiforme according
to the 2021 World Health Organization Classification of central nervous system tumors:
a single institution report and practical significance. Cureus, [s. ], v. 14, n. 2, 2022.
Disponivel em: https://www.cureus.com/articles/84418-reclassification-of-
glioblastoma-multiforme-according-to-the-2021-world-health-organization-
classification-of-central-nervous-system-tumors-a-single-institution-report-and-

practical-significance. Acesso em: 25 maio 2022.

TAMER, Canan Ece; SUNA, Senem; OZCAN-SINIR, Gllsah. Toxicological aspects of
ingredients used in nonalcoholic beverages. Non-alcoholic Beverages: Volume 6.
The Science of Beverages, [s. |.], p. 441-481, 20109.

TANG, XUEJIA et al. Targeting glioblastoma stem cells: a review on biomarkers, signal
pathways and targeted therapy. Frontiers in Oncology, [s. |.], v. 11, 2021. Disponivel
em: /pmc/articles/PMC8297686/. Acesso em: 4 jun. 2022.

THOMAS, Margaret Lois et al. Citral reduces breast tumor growth by inhibiting the
cancer stem cell marker ALDH1A3. Molecular Oncology, [s. I.], v. 10, n. 9, p. 1485—
1496, 2016. Disponivel em: http://dx.doi.org/10.1016/j.molonc.2016.08.004.

THOMSEN, René; CHRISTENSEN, Mikael H. MolDock: a new technique for high-
accuracy molecular docking. Journal of medicinal chemistry, [s. |.], v. 49, n. 11, p.
3315-3321, 2006. Disponivel em: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/16722650/.
Acesso em: 8 jul. 2023.

UCCELLI, ANTONIO; MORETTA, LORENZO; PISTOIA, VITO. Mesenchymal stem
cells in health and disease. Nature Reviews Immunology, [s. |.], v. 8, n. 9, p. 726—
736, 2008. Disponivel em: https://www.nature.com/articles/nri2395. Acesso em: 31
maio 2022.

UNIVERSITY OF NEBRASKA MEDICAL CENTER. Types of stem cell | stem cells.
[S. L], 2022. Disponivel em: https://www.unmc.edu/stemcells/educational-

resources/types.html. Acesso em: 30 maio 2022.

VANOMMESLAEGHE, Kenno; GUVENCH, Olgun; MACKERELL, Alexander D.



44

Molecular mechanics. Current pharmaceutical design, [s. I.], v. 20, n. 20, p. 3281—
3292, 2014. Disponivel em: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/23947650/. Acesso em:
11 jul. 2023.

VASCONCELLOS, Marcel. Comentario sobre células-tronco do cancer: um novo alvo
terapéutico?. [s. ], v. 38, n. 2, p. 111-115, 2016.

VELIZ, IGNACIO et al. Advances and challenges in the molecular biology and
treatment of glioblastoma—is there any hope for the future?. Annals of Translational
Medicine, [s. |.], v. 3, n. 1, p. 7, 2015. Disponivel em: /pmc/articles/PMC4293478/.
Acesso em: 25 maio 2022.

VICK, NICHOLAS A.; LIN, MEI JANE; BIGNER, DARELL D. The role of the
subependymal plate in glial tumorigenesis. Acta Neuropathologica, [s. |.], v. 40, n. 1,
p. 63—71, 1977. Disponivel em: https://link.springer.com/article/10.1007/BF00688574.

Acesso em: 25 maio 2022.

WALCHER, Lia et al. Cancer stem cells—origins and biomarkers: perspectives for
targeted personalized therapies. Frontiers in Immunology, [s. |.], v. 0, p. 1280, 2020.

WELLER, MICHAEL et al. Glioma. Nature Reviews Disease Primers, [s. |.], v. 1, n.
1, p. 1-18, 2015. Disponivel em: https://www.nature.com/articles/nrdp201517. Acesso
em: 25 maio 2022.

WHO | WORLD HEALTH ORGANIZATION. [S. 1], 2021. Disponivel em:
https://www.who.int/. Acesso em: 28 out. 2021.

YABROFF, K. ROBIN et al. Patterns of care and survival for patients with glioblastoma
multiforme diagnosed during 2006. Neuro-oncology, [s. |.], v. 14, n. 3, p. 351-359,
2012. Disponivel em: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/22241797/. Acesso em: 25
maio 2022.



