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RESUMO

O cancer constitui um dos principais problemas de satde publica em nivel global,
simbolizando uma das principais causas de morte e barreira para aumento da expectativa de
vida. Entre os tumores do Sistema Nervoso Central (SNC), o Glioblastoma Multiforme
(GBM) destaca-se como o subtipo mais agressivo e prevalente, sendo o tumor cerebral
maligno primario de maior incidéncia em adultos e de pior prognostico, com sobrevida média
em torno de 15 meses. O tratamento padrdo atual consiste em ressec¢do cirirgica ampla
seguida por radioterapia e quimioterapia adjuvante com temozolomida (TMZ). Todavia, o
GBM ¢ caracterizado por elevada resisténcia terapéutica, frequentemente associada a
mecanismos genéticos e epigenéticos. Diante disso, a busca por novas estratégias terapéuticas
mais eficazes e menos danosas torna-se fundamental. Nesse contexto, proteinas como a
Quinase de Adesao Focal (FAK) e a aB-Cristalina, envolvidas em processos de
sobrevivéncia, proliferagdo e migracdo celular, cuja maior expressdo tem sido associada a
progressao tumoral e ao prognodstico desfavoravel em diferentes tipos de canceres, emergem
como relevantes alvos de estudo. Estudos anteriores do nosso grupo demonstraram que a
interacao entre FAK/ aB-cristalina ¢ importante para a sobrevivéncia de diferentes tipos
celulares, como midcitos cardiacos e glioblastoma. Assim, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar os efeitos da inibicdo da fosforilagdo da FAK sobre a viabilidade de células
de glioblastoma, bem como investigar o efeito dessa inibi¢do na interagdo entre as proteinas
FAK/aB-Cristalina. As células da linhagem de glioblastoma T98G foram cultivadas e tratadas
com o inibidor de FAK PF-562.271, sendo posteriormente submetidas aos ensaios de
viabilidade celular (MTT), Western Blotting e co-imunoprecipitacdo. Os resultados obtidos
demonstraram que apos 24 horas de tratamento das células com o inibidor de FAK as
concentracoes de 200 uM e 400 uM reduziram a viabilidade celular em 30% e 58%,
respectivamente. Com base nesses dados, a concentragdo de 200 uM foi selecionada para os
experimentos subsequentes. Os ensaios de Western Blotting revelaram que o tratamento
diminuiu a fosforilagdo da FAK em aproximadamente 98%, sem alteragdes detectaveis na
expressao de oB-Cristalina. A interacdo entre FAK e oB-Cristalina, avaliada por co-
imunoprecipitacdo, ocorreu independentemente do estado de fosforilagdo da FAK, mas
apresentou aumento significativo apds o tratamento com PF-562.271. Em conjunto, os
achados indicam que a interagdo FAK/aB-Cristalina ocorre de maneira mais significativa no
estado nao fosforilado da FAK e que a inibicao da fosforilagao de FAK foi capaz de promover
a morte de células de glioblastoma. Ensaios adicionais serdo necessarios para verificar o
efeito que a interagdo FAK/aB-Cristalina promove nas células tratadas com PF-562.271.

Palavras chaves: Quinase de Adesao Focal (FAK), aB-Cristalina, Glioblastoma Multiforme.



ABSTRACT

Cancer is one of the major public health problems globally, representing one of the leading
causes of death and a barrier to increasing life expectancy. Among tumors of the Central Ner-
vous System (CNS), Glioblastoma Multiforme (GBM) stands out as the most aggressive and
prevalent subtype, being the most common primary malignant brain tumor in adults and hav-
ing the worst prognosis, with an average survival of around 15 months. Standard treatment
consists of wide surgical resection followed by radiotherapy and adjuvant chemotherapy with
temozolomide (TMZ). However, GBM is characterized by high therapeutic resistance, fre-
quently associated with genetic and epigenetic mechanisms. Given this, the search for new,
more effective and less harmful therapeutic strategies becomes fundamental. In this context,
proteins such as Focal Adhesion Kinase (FAK) and af-Crystallin, involved in cell survival,
proliferation and migration processes, whose higher expression has been associated with tu-
mor progression and unfavorable prognosis in different types of cancer, emerge as relevant
targets for study. Previous studies by our group have demonstrated that the interaction be-
tween FAK/aB-crystalline is important for the survival of different cell types such as cardiac
myocytes and glioblastoma. Thus, the present work aimed to evaluate the effects of inhibiting
FAK phosphorylation on the viability of glioblastoma cells, as well as to investigate the effect
of this inhibition on the interaction between FAK/aB-crystalline proteins. T98G glioblastoma
cell lines were cultured and treated with the FAK inhibitor PF-562.271, and subsequently sub-
jected to cell viability assays (MTT), Western blotting, and co-immunoprecipitation. The re-
sults showed that after 24 hours of treatment with the FAK inhibitor, concentrations of 200
pM and 400 uM reduced cell viability by 30% and 58%, respectively. Based on these data,
the 200 uM concentration was selected for subsequent experiments. Western blotting assays
revealed that the treatment decreased FAK phosphorylation by approximately 98%, with no
detectable changes in of-crystallin expression. The interaction between FAK and af-crys-
tallin, assessed by co-immunoprecipitation, occurred independently of the FAK phosphoryla-
tion status, but showed a significant increase after treatment with PF-562.271. Taken together,
the findings indicate that the FAK/aB-Crystallin interaction occurs more significantly in the
non-phosphorylated state of FAK and that inhibition of FAK phosphorylation was able to pro-
mote the death of glioblastoma cells. Further assays will be needed to verify the effect that the
FAK/aB-Crystallin interaction has on cells treated with PF-562.271.

Keywords: Focal Adhesion Kinase (FAK), aB-Crystalline, Glioblastoma Multiforme.
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1. INTRODUCAO

O cancer ¢ uma doenga cronico-degenerativa, que envolve um conjunto de mais de
100 enfermidades caracterizadas pelo crescimento celular desordenado e pela réapida
disseminagdo, tanto local quanto sistémica. Devido a complexidade da condi¢do clinica e a
dificuldade terapéutica envolvida, trata-se de uma doenga amplamente temida, associada a
dor, sofrimento e morte (WAKIUCHI, 2020).

A estimativa de incidéncia de cancer no Brasil para o triénio 20262028, publicada
pelo Instituto Nacional de Cancer (INCA), prevé a ocorréncia de cerca de 518 mil novos
casos por ano no pais (excluindo os tumores de pele ndo melanoma). Entre os tipos mais
incidentes, destacam-se, nos homens, os canceres de prostata, cdlon e reto, pulmao, estbmago
e cavidade oral, e nas mulheres, os de mama, colon e reto, colo do tutero, pulmao e glandula
tireoide. O estudo também indica que o cancer figura como uma das principais causas de
morbimortalidade no Brasil, aproximando-se das doencas cardiovasculares como a principal
causa de morte (INCA, 2026).

No que se refere aos canceres que acometem o Sistema Nervoso Central (SNC), a
estimativa para o mesmo triénio ¢ de aproximadamente 12.060 novos casos anuais, sendo
cerca de 6.500 em homens e 5.560 em mulheres. Apesar da baixa incidéncia proporcional,
esses tumores apresentam elevada letalidade. No triénio de 2023-2025 em que a estimativa de
incidéncia para tumores do SNC foi de 11.490 casos por ano, em 2023 houve o registro de
10.206 obitos associados a esses tipos de tumores, demonstrando assim o expressivo impacto
dessas neoplasias em termos de mortalidade (INCA, 2026).

Os tumores do SNC sdo divididos em neuroepiteliais (incluem gliomas),
germinativos (incluem os meduloblastomas e os neuroblastomas), de nervos periféricos e
meningiomas. Dentre esses, os gliomas destacam-se por representarem cerca de 33% dos
tumores primarios € 79% dos tumores malignos do SNC (SANTOS, 2021).

No que se refere a sua origem, os gliomas sdo tumores derivados das células da glia:
astrocitos, oligodendrocitos, microglia e células ependimarias, sendo classificados
histologicamente em astrocitomas, oligodendromas, gliomas oligoastrociticos mistos e
ependimomas (WELLER et al, 2015). Além disso, sao categorizados também de acordo com
seu grau de malignidade: sendo os graus 1 e 2 considerados menos agressivos, enquanto 0s
graus 3 e 4 apresentam comportamento altamente agressivo e invasivo (HANIF et al., 2017,
WELLER et al., 2015). Nesse contexto, o astrocitoma anaplasico (AA) e o Glioblastoma
Multiforme (GBM) sdo os principais gliomas cerebrais de alto grau (SANTOS, 2021).
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O GBM ¢ o tipo mais frequente e maligno entre os astrocitomas, com idade média de
diagnostico em torno de 64 anos. Sua incidéncia ¢ ligeiramente maior em homens do que em
mulheres (razdo 1,6:1), e mais comum em individuos caucasianos. Esses podem ser
classificados como primarios, quando surgem sem lesdo precursora conhecida, ou
secundarios, quando se desenvolvem a partir da transformag¢do de tumores de baixo grau
(POUYAN et al., 2025). Além disso, o mesmo apresenta um grau de malignidade 4,
possuindo caracteristicas muito agressivas, invasivas e destrutivas, com uma sobrevida que
permanece em aproximadamente 15 meses (POUYAN et al., 2025; TOUAT et al, 2017).

Historicamente, o tratamento do GBM tem se baseado na ressec¢do cirurgica ampla,
seguida de radioterapia adjuvante ou radioterapia primaria, em casos inoperaveis, €
quimioterapia (POUYAN et al., 2025; DAVIS, 2016). A temozolomida (TMZ) ¢ o farmaco
de primeira escolha no tratamento farmacologico, porém apresenta limitagdes devido a
resisténcia tumoral, frequentemente associada a fatores genéticos e epigenéticos, além dos
efeitos adversos provocados quando combinada a radioterapia (SINGH et al, 2021; TAN et al,
2020).

Nesta perspectiva, a complexidade do tumor, sua resisténcia ao tratamento e a baixa
sobrevida dos pacientes reforcam a necessidade da busca por novas estratégias e alvos
terapéuticos que possam aumentar a sobrevida e qualidade de vida dos pacientes. Entre os
alvos terapéuticos de interesse, destaca-se a Quinase de Adesdo Focal (FAK), uma proteina
reguladora de vias de sinaliza¢do essenciais a sobrevivéncia e migracdo celular. Estudos ja
evidenciaram a superexpressao dessa proteina em diversos tipos de cancer, como de mama,
prostata e GBM, e sua associacdo a progressao e metastase tumoral (HU ef al., 2017,
NATARAJAN; HECKER; GLADSON, 2003; SLACK-DAVIS et al, 2009; VAN
NIMWEGEN; VAN DE WATER, 2007).

Outra proteina de extrema relevancia nesse estudo ¢ a aB-cristalina, a qual estd
associada tanto a canceres quanto a doengas neurodegenerativas, como o Alzheimer. Ela
exerce fungdes de chaperona, inibindo a agregacdo de proteinas mal dobradas, e
citoprotetoras, modulando a atividade de proteinas sinalizadoras essenciais ao ciclo celular
(PEREIRA et al., 2014). O aumento de sua expressdo estd intimamente relacionado ao pior
prognoéstico em cancer de mama e GBM (BHAT et al., 1999; GOPLEN et al., 2010;
MOYANO et al., 2006). Estudos realizados por Pereira et al. (2014) demonstraram que a
interacdo entre FAK e oB-cristalina desempenha papel crucial na viabilidade celular de
midcitos cardiacos submetidos a estresse mecanico.O mesmo foi observado em células de

GBM em pesquisa realizada por Folly ef al. 2024). Sendo assim, tais resultados sugerem a
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interag¢@o entre essas proteinas como um potencial alvo terapéutico para o desenvolvimento de

novos tratamentos para 0 GBM.
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2.REFERENCIAL TEORICO

2.1.Cancer

2.1.1. Fisiopatologia do cancer

O cancer se caracteriza como uma disfuncdo celular decorrente do processo
bioldgico denominado carcinogénese, o qual compreende uma sequéncia de eventos
moleculares e celulares que ocorrem em niveis genéticos e epigenéticos. A carcinogénese ¢
dividida em trés etapas principais: iniciagdo, promog¢ao e progressao (KOYA; IBRAHIM,
2024).

A iniciagdo corresponde ao surgimento e acimulo de mutagdes genéticas ou
alteragdes epigenéticas, conferindo as células a capacidade de proliferacdo acelerada e de
escape dos mecanismos regulatorios normais. A fase de promocgao envolve a expansao clonal
dessas células iniciadas, favorecendo o desenvolvimento de lesdes pré-neoplasicas. Por fim, a
progressdo tumoral ¢ marcada pela aquisicdo de novas alteragdes genéticas que aumentam o
potencial invasivo e metastatico, permitindo a disseminagdo das células neoplésicas para

tecidos e orgaos distantes do local de origem (KOYA; IBRAHIM, 2024).

2.2.Glioblastoma Multiforme

O GBM representa o subtipo mais maligno e disseminado dos gliomas, sendo o
tumor cerebral primdrio maligno de maior incidéncia em adultos e com a menor taxa de
sobrevivéncia, aproximadamente 15 meses. Ele é responsavel por mais da metade dos casos
de neoplasias malignas no SNC, sendo o tumor astrocitico com maior grau de malignidade,
correspondendo ao grau 4 da atual classificagdo da Organizagdo Mundial de Satide (OMS).
Tal classificacdo reflete sua natureza altamente agressiva, crescimento acelerado e intensa
capacidade de invasdo difusa dos tecidos cerebrais adjacentes, caracteristicas que o tornam a
forma mais letal de tumor cerebral (KANDERI; MUNAKOMI; GUPTA, 2024; LAN; LI;
ZHANG, 2024; LI; FENG; LU, 2022; LUCENA et al., 2006).

O GBM ¢ também classificado de acordo com suas caracteristica clinicas em
primério (ou de novo) ¢ seundario. O tipo primdrio surge sem um percursor tumoral
identificado, correspondendo a aproximandamente 94,7% dos casos com idade média de

ocorréncia entre 59 e 62 anos e apresentando pior prognostico. Enquanto o secundario resulta
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da progressio de um glioma de baixo grau, sendo mais raro ¢ acometendo pacientes
relativamente jovens. Ambos os tipos de GBM se originam de células progenitoras gliais,
contudo, o GBM secundario deriva da transformagdo de um astrocitoma pré-existente
(DAVIS, 2016; KANDERI; MUNAKOMI; GUPTA, 2024; TAMIMI; JUWEID, 2017).

Embora essa classificacdo ainda seja utilizada no contexto clinico, em 2016 o GBM
passou a receber uma classificacdo molecular baseada no status da enzima isocitrato
desidrogenase (IDH) do tumor. De acordo com essa abordagem, o GBM foi subdividido em
glioblastoma IDH-mutante e glioblastoma IDH-selvagem (IDH-wild type). O GBM do tipo
selvagem ¢é o mais comum, representando cerca de 90% dos casos, e ocorre
predominantemente em pacientes com idade superior a 55 anos. Por outro lado, o GBM IDH-
mutante, que corresponde a aproximadamente 10% dos casos, ¢ mais frequente em individuos
jovens, geralmente decorrente da transformacdo de um glioma de baixo grau. Esse ltimo esta
associado a uma maior sobrevida mediana e a um prognostico mais favoravel (GILARD et
al., 2021).

Em uma atualizacdo realizada em 2021, a OMS estabeleceu que o GBM corresponde
estritamente a tumores sem mutacdes em IDH, passando a ser denominado glioblastoma IDH
do tipo selvagem. J& os tumores que apresentam mutacdo em IDH passaram a ser
classificados como astrocitoma IDH-mutante (TORP; SOLHEIM; SKJULSVIK, 2022).

Por fim, o GBM se caracteriza pela presenga de astrocitos neoplasicos pouco
diferenciados, apresentando d4reas de proliferacdo vascular e/ou focos de necrose.
Macroscopicamente, o tumor tem origem predominante na substdncia branca cerebral,
manifestando-se como uma grande massa hemisférica composta por regides solidas, cisticas,
necroticas e hemorragicas. Entre os achados microscopicos mais relevantes, destacam-se a
hipercelularidade, o carater infiltrativo, os pleomorfismos celulares e nucleares, a atividade
mitética acentuada, a necrose de coagulagdo e a proliferagdo endotelial capilar (COLAPI et

al.,2023; LUCENA et al., 2006).

2.2.1. Dados Epidemiologicos

Os tumores cerebrais representam cerca de 85-90% de todos os tumores primarios
do SNC. Em 2020, foi estimado que em todo o mundo, 3,08 em cada 100.000 pessoas
foram diagnosticadas com um tumor primario no cérebro ou na medula espinhal. Nesse
cenario, o GBM figura como o tumor cerebral primario maligno mais comum, representando

54% de todos os gliomas e 16% de todos os tumores cerebrais primarios (COLAPI et al.,
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2023; TAMIMI; JUWEID, 2017).

A incidéncia anual do GBM ¢ variavel, situando-se entre 3,19 e 4,17 casos por
100.000 pessoas. Observa-se que essa incidéncia aumenta progressivamente com a idade,
atingindo seu pico entre 75 e 84 anos, com redugdo apds os 85 anos. O diagndstico ocorre
predominantemente em faixas etarias mais avangadas, com média de 64 anos. Além disso,
tende a ocorrer mais tardiamente no GBM primario (idade média entre 55 e 64 anos) do que
no GBM secundério (idade média de aproximadamente 40 anos). J4 em criancgas, a ocorréncia
¢ incomum, correspondendo a cerca de 0,85 casos por 100.000 individuos (JEZIERZANSKI
et al., 2024; TAMIMI; JUWEID, 2017; SABOURI et al., 2024).

Pesquisas também demonstram que a ocorréncia do GBM ¢ aproximadamente 1,6
vezes maior em homens do que em mulheres, além de ser cerca de 2,0 vezes mais frequente
em individuos caucasianos quando comparados a africanos e afro-americanos. Ademais,
observa-se menor incidéncia entre asiaticos e indigenas americanos (JEZIERZANSKI et al.,
2024; TAMIMI; JUWEID, 2017; WU et al., 2021).

Apesar dos avangos na pesquisa terap€utica, a taxa de sobrevida dos pacientes
diagnosticados com GBM permanece limitada. A sobrevida global mediana situa-se entre 15 a
23 meses, enquanto a taxa de sobrevida em 5 anos ¢ inferior a 6%, configurando o menor
indice de sobrevida a longo prazo entre os tumores cerebrais malignos. A idade ¢ um fator

importante na predi¢do da sobrevida do tumor, geralmente apresentando uma relacdo

inversamente proporcional. Ademais, outros fatores prognosticos que afetam a sobrevivéncia
de pacientes incluem a ressecabilidade do tumor, sua localizagdo, tamanho, multifocalidade,
comorbidades e condi¢ao geral do paciente (SABOURI et al., 2024; SHERGALIS et al.,
2018).

Em relagdo aos fatores de risco para o desenvolvimento do GBM, a exposi¢do a altas
doses de radiagdo ionizante ¢ o aspecto mais frequentemente associado. Desde a década de
1960, mais de 116 casos de GBM relacionados a exposicdo radioterapica ou ambiental foram
documentados. De forma contraria, pacientes com asma e outros quadros alérgicos
apresentam menor risco de desenvolver GBM, de forma que genoétipos relacionados ao
aumento do risco de asma estdo associados a um risco reduzido a esse tipo de tumor. Cabe
ressaltar ainda que, ndo foram encontradas associacdes entre fatores ambientais como
tabagismo, fatores de risco nutricionais, campos eletromagnéticos de telefones celulares,
ferimentos graves na cabeca, fatores de risco ocupacionais e exposicdo a pesticidas ao
desenvolvimento do GBM (KHABIBOV et al., 2022; YALAMARTY et al., 2023).

Ainda hoje, o prognodstico do GBM simboliza um grande desafio. O manejo clinico e
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os resultados do tratamento tém se mantido praticamente inalterados nas ultimas quatro
décadas. Entretanto, avancos recentes na pesquisa genética € molecular tém elevado as
expectativas para o futuro manejo e prognodstico deste tumor devastador (SABOURI et al.,

2024).

2.2.2.Fisiopatologia do GBM

A fisiopatologia do GBM ¢ composta por uma série de alteracdes genéticas e
epigenéticas que conduzem a um crescimento tumoral agressivo e invasivo. Nesse sentido,
torna-se essencial compreender que a iniciagdo e progressao desse tumor nao se restringe a
um Unico oncogene ou gene supressor de tumor, mas resultam de diferentes modificagdes
associadas (POUYAN et al., 2025).

Nessa perspectiva, acredita-se que alteragdes e/ou a ativagdo exacerbada de vias de
sinalizagdo essenciais - como Wnt, TGF-B, VEGF, EGFR, CDKN2A, NF-kB e
PI3BK/AKT/mTORxw - atuam como protagonistas na fisiopatologia do GBM, favorecendo
seu comportamento altamente agressivo. De modo geral, tanto o GBM primario quanto o
secundario apresentam alteracdes nessas vias, o que resulta em proliferacdo celular
desregulada e maior capacidade de sobrevivéncia das células tumorais, a0 mesmo tempo em
que possibilita o escape dos pontos de controle do ciclo celular, da senescéncia e dos
mecanismos apoptoticos (POUYAN ez al., 2025; DAVIS, 2016).

A superexpressdo de fatores de crescimento confere as células de glioblastoma uma
vantagem competitiva, uma vez que essas c¢lulas passam a produzir tanto os fatores quanto
seus respectivos receptores, estabelecendo um mecanismo de sinaliza¢do autdcrina continua
(NAKADA et al., 2011). O EGFR, uma proteina transmembrana, apresenta superexpressao
ou mutagdes em até 50% dos casos de GBM, associando-se a um comportamento mais
agressivo ao estimular a proliferagdo e migracao celular (KHABIBOV et al., 2022;
NAKADA et al.,2011; TOUAT et al., 2017).

Além do crescimento desregulado, a angiogénese possui participagdo essencial na
progressdo tumoral. A intensa vascularizagdo caracteriza o GBM, sendo iniciada pela
degradacao de vasos sanguineos e da matriz extracelular, seguida pela migragcdo das células
tumorais e pela formagdo de novos vasos (COSTA, 2025).

Outrossim, o gene TP353, responsavel por codificar a proteina supressora tumoral
p53, simboliza um dos genes mais frequentemente alterados em diversos tipos de cancer. No

GBM, trata-se da segunda muta¢do mais prevalente, ocorrendo em cerca de 28,3% dos casos.
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Essas alteragdes contribuem diretamente para a agressividade e o prognostico desfavoravel da
doenca. Além das mutagdes no proprio gene, também podem ocorrer metilagdo do seu
promotor, redugdo da estabilidade da proteina p53, amplificacdo de genes inibidores e
mutagdes ou delecdes em componentes da via de sinalizacdo associada ao p53, mecanismos
que, em conjunto, comprometem sua func¢ao de controle do ciclo celular e indugo a apoptose
(GOUSIAS; THEOCHAROUS; SIMON, 2022; POUYAN et al., 2025). Ademais, o GBM
ainda possui mecanismos de escape imunologico e alta heterogeneidade tumoral, dessa forma,
o meio relativamente favorecido devido ao déficit imunoldgico no SNC associado as demais
alteragdes descritas, colaboram para o prognéstico desfavoravel observado na doenca

(KANDERI; MUNAKOMI; GUPTA, 2024).

2.2.3. Apresentacao Clinica

A histdria clinica do GBM ¢ geralmente curta, ocorrendo em menos de trés meses em
mais de 50% dos casos. Nesse contexto, os pacientes apresentam sinais e sintomas que podem
ser focais ou gerais, dependendo do tamanho, da localizagdo e da taxa de crescimento do
tumor. A apresentagdo clinica mais frequente no momento do diagndstico inclui cefaleia,
ndusea e déficits neurologicos focais ou progressivos, geralmente associados a tumores de
grande porte ou a edema significativo (DAVIS, 2016; GILARD, et al., 2021; LUCENA et al.,
20006).

Entre os sintomas mais comuns, destacam-se os relacionados a hipertensao
intracraniana, que representam aproximadamente 30% dos casos, seguidos por déficit motor
(20%), perda de peso e alteragdes na condi¢do corporal (17%), confusdo (15%) e déficit
visual ou de linguagem (13%). Esses sintomas costumam surgir de forma associada, levando

ao diagnoéstico nas semanas ou meses subsequentes ao seu inicio (GILARD et al., 2021).

2.2.4. Diagnostico

Os métodos empregados para o diagnostico do GBM englobam técnicas invasivas e
ndo invasivas. Inicialmente, ¢ realizada uma avalia¢do clinica que envolve exame fisico e
neuroldgico detalhado, aliado a exames de neuroimagem. Entre as modalidades de imagem, a
tomografia computadorizada (TC) e a ressonancia magnética (RM) sdo as mais comumente
utilizadas (LI; FENG; LU, 2022; LUCENA et al., 2006; BRASIL, 2020).

Na pratica clinica, a ressonancia magnética se destaca como a técnica ndo invasiva
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mais aplicada, devido a sua elevada sensibilidade e a capacidade de caracterizar o tumor em
seus trés planos ortogonais (axial, coronal e sagital). Por meio dessa tecnologia, ¢ possivel
observar o tumor como uma massa de contorno irregular, geralmente com um anel de realce
intenso e um centro hipointenso de necrose. Adicionalmente, podem ser identificados edema
vasogénico circundante, hemorragia e deslocamento ou distor¢do ventricular (DAVIS, 2016;
LI; FENG; LU, 2022; LUCENA et al., 20006).

Para a confirmacao diagndstica definitiva, sdo aplicados exames histopatolégicos, os
quais requerem a ressec¢do do tumor (LI; FENG; LU, 2022). Em pacientes candidatos a
cirurgia, recomenda-se que esse diagndstico seja obtido durante o procedimento cirtirgico
definitivo. J4 em pacientes que nao podem ser submetidos a cirurgia inicial, seja por
condi¢des clinicas desfavoraveis ou pela localizacdo do tumor em 4reas criticas, o diagnostico
pode ser realizado por meio de bidpsia estereotaxica ou biopsia a céu aberto. Em casos de
suspeita de GBM metastatico, a citologia por aspiracdo com agulha fina mostra-se
relativamente mais confiavel, especialmente na analise de metéastases extracranianas
(BRASIL, 2020).

Além disso, para prever a invasividade e o progndstico do GBM, ¢ essencial avaliar
o status de mutag¢ao de biomarcadores. Entre os principais, destacam-se as IDHs, utilizadas na
classificacdo molecular do tumor e na previsao do progndstico. Outros biomarcadores
relevantes incluem a codele¢do cromossomais 1p e 19q, mutagdes em ATRX, no promotor da
transcriptase reversa da telomerase (7ERT), na proteina tumoral p53 (7P53), no proto-

oncogene B-raf, e a mutacdo V60OE da quinase serina/treonina BRAF (LI; FENG; LU, 2022).

2.2.5. Tratamento

Apds o diagnodstico de GBM, o inicio imediato do tratamento ¢ critico para o controle
da doenca e a melhora do progndstico. Para isso, o paciente deve ser submetido a uma
avaliagdo clinica criteriosa, seguida da elaboracdo de um plano terapéutico individualizado.
Esse plano deve ser definido por uma equipe multidisciplinar especializada, composta por
neurocirurgido, oncologista clinico, radioterapeuta, patologista e neuroradiologista,
garantindo uma abordagem integrada e baseada em evidéncias (BRASIL, 2020).

Atualmente, o tratamento padrdo consiste em ressec¢do cirdrgica maxima segura,
seguida de radioterapia (RT) concomitante a quimioterapia com TMZ e posteriormente ciclos
de quimioterapia com TMZ (DAVIS, 2016).

Nesse contexto, a cirurgia permanece como a abordagem terapéutica de primeira
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escolha, sendo recomendada sempre que tecnicamente possivel. Diversos estudos comprovam
que a ampla resseccdo tumoral esta diretamente associada a melhores desfechos clinicos e
maior sobrevida global. Todavia, essa interven¢do nem sempre € viavel, uma vez que o GBM
apresenta comportamento altamente invasivo e, frequentemente, estd localizado em dareas
sensiveis do cérebro, responsaveis por fungdes motoras, sensoriais e da fala (DAVIS, 2016;
LI; FENG; LU, 2022).

A RT adjuvante assumiu papel fundamental no manejo do GBM. Até 2005, a RT
pos-operatoria isolada era considerada o tratamento padrdo, contudo, um estudo de fase III
conduzido por Stupp et al. (2005) modificou significativamente essa abordagem. O estudo
demonstrou que a combinagdo de RT com TMZ concomitante (conhecida como regime de
Stupp) resultou em maior sobrevida mediana (14,6 meses) em comparagdo a RT isolada (12,1
meses) (DAVIS, 2016).

Dessa forma, a RT passou ser administrada ao longo de seis semanas, totalizando
uma dose de 60 Gy, sendo associada a TMZ, a qual ¢ administrada diariamente durante
o periodo de RT e, posteriormente, por seis ciclos adjuvantes de cinco dias consecutivos a

cada més, um més apds o término da RT (Figura 1) (GILARD et al.; 2021).

Figura 1 - Protocolo padrao de Stupp para tratamento de GBM apds ressecc¢ao cirurgica.

T™MZ
(75mg/m? ASC por dia, 7
dias por semana, no
horario da RT ) 6 ciclos de TMZ
+ Terapia adjuvante | (150-200 mg/m? ASC por

3 dia, por 5 dias durante

RT cada ciclo de 28 dias)

(2 Gy por dia, 5 dias por

semana, por 6 semanas,
totalizando 60 Gy)

Fonte: Adaptado de Jezierzanski et al. (2024).

Os esforgos para o desenvolvimento de um protocolo terapéutico eficaz no
tratamento do GBM remetem a década de 1920. No entanto, mesmo apds cerca de um século
de pesquisas e avancos tecnoldgicos, ainda ha limitacdes significativas quanto a eficacia

dessas modalidades terapéuticas disponiveis, refletindo a natureza altamente agressiva e
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complexa dessa neoplasia (COSTA, 2025).

2.2.5.1.Temozolomida

A TMZ, quimicamente denominada 3-metil-4-oxoimidazo[5,1-d][1,2,3,5]tetrazina-8
carboxamida, ¢ um analogo da dacarbazina que exerce acdo citotoxica por meio da alquilagdo do
DNA. O composto foi desenvolvido no final da década de 1980 pelo professor Malcolm Stevens e
recebeu licenca de uso pela primeira vez em 1999, sendo inicialmente indicado como terapia de
segunda linha para o GBM (ORTIZ et al., 2021). A substancia ¢ caracterizada por baixo peso
molecular (194,154 g/mol) e carater lipofilico, sendo rapidamente absorvida por via oral, com alta
biodisponibilidade (96% a 100%). Devido a sua lipofilicidade, ¢ capaz de atravessar a barreira
hematoencefalica (BHE), o que permite que atinja de forma eficiente os tumores localizados no cérebro
(CONITEC, 2014).

Trata-se de um pro-firmaco que apresenta alta estabilidade quimica em pH inferior a
5, porém em pH fisiologico € rapidamente convertido em um composto ativo de curta duracao
denominado 5-(3-metil-I-triazeno) imidazol-4-carboxamida (MTIC). O MTIC ¢ instavel e se
transforma em um ion metildiazoénio (MTD), altamente eletrofilico, que reage com porcdes
nucleofilicas do DNA, exercendo a acdo alquilante. Além disso, ¢ formado o produto final de

degradacdo, 5-amino-imidazol-4-carboxamida (AIC), o qual ¢ eliminado pelo
organismo (Figura 2) (CONITEC, 2014; LEE, 2016; FRESNAIS et al., 2021).

Figura 2 - Decomposi¢ao da Temozolomida.
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Fonte: Costa, 2025.
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A citotoxicidade da TMZ resulta da capacidade alquilante de seu metabodlito (MTD),
que promove metilagdes predominantemente nos sitios N’ da guanina (=70%), N* da adenina
(=9%) e O° da guanina (=6%). Entre esses, a metilagio em O° guanina é considerada o
principal evento citotoxico. Durante a replicagdo, a presenga de O°-MeG leva ao pareamento
incorreto da guanina com timina em vez de citosina, ativando o sistema de reparo por
incompatibilidade (MMR). A tentativa repetida de correcdo pelo MMR desencadeia
sinalizacdo de dano ao DNA, resultando em bloqueio do ciclo celular na fase G2/M, acumulo
de quebras simples e duplas na molécula de DNA e, consequentemente, indugdo de apoptose

(FRESNAIS et al., 2021; KHABIBOV et al., 2022;).

2.2.5.2.Desafios do Tratamento

Apesar da TMZ continuar sendo o principal agente quimioterapico para o GBM,
mais de 50% dos pacientes apresentam resisténcia ao tratamento, representando um enorme
desafio. O mecanismo mais conhecido de resisténcia ¢ o efeito da atividade da enzima
MGMT. A MGMT ¢ uma enzima endogena de reparo do DNA que ajuda a manter a
estabilidade genomica por meio do reparo de erros de pareamento. Sob condi¢des de
tratamento com TMZ, a MGMT pode remover o grupo metil da O°-metilguanina,
neutralizando assim o dano ao DNA induzido pelo farmaco e inibindo o efeito da TMZ. Nesse
sentido, determinar a expressdo de MGMT ¢ um fator relevante na resposta ao tratamento,
sendo que a hipermetilacdo do promotor dessa enzima estd associada com uma reducao de sua
expressao e consequentemente com uma sobrevida prolongada dos pacientes com GBM
(JEZIERZANSKI et al., 2024; SINGH et al., 2021).

Entretanto, os desafios no tratamento ndo se resumem ao mecanismo de resisténcia a
TMZ citada. Estudos ja relataram a existéncia de uma populacdo unica de células-tronco
cancerosas (CTCs) indiferenciadas e altamente tumorigénicas, conhecidas como células-
tronco de glioma, as quais possuem resisténcia ao tratamento com TMZ e ainda atuam como
células iniciadoras de tumores recorrentes, responsaveis pela reincidéncia de tumores apos o
tratamento inicial. Além disso, a simples localizacdo anatomica do GBM contribui com a
resisténcia ao tratamento, uma vez que sua localizagdo dificulta o acesso de fArmacos, devido
a protecdo exercida pela BHE. A capacidade angiogénica do tumor ¢ apontada como outro
fator critico, onde a formacdo de novos vasos sanguineos contribui para a manutencao das
células cancerosas. As alteracdes genéticas, como mutagdes no gene 7P53 e a desregulagdo de

vias de sinalizacdo, como PI3K/Akt/mTOR, também favorecem a resisténcia ao tratamento
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(ERASIMUS et al., 2016; LOUIS et al., 2021; SINGH et al., 2021; ORTIZ et al., 2021).

Por fim, a heterogeneidade intratumoral e intertumoral, ¢ também considerado um
grande desafio, dificultando o desenvolvimento de tratamentos eficazes que visem todas as
células do tumor (YALAMARTY et al., 2023).

Nesse sentido, a natureza invasiva e agressiva do GBM, combinada com a
complexidade e desafios das abordagens terapé€uticas sdo fatores que evidenciam a urgéncia e

a necessidade da busca por novas estratégias terapéuticas (MALLICK et al., 2016).

2.3.Quinase de Adesao Focal (FAK)

2.3.1. Estrutura e Ativacio

A FAK ¢ uma tirosina quinase nao receptora que foi descoberta ha aproximadamente
trinta anos. A mesma ¢ composta por 1052 aminoacidos apresentando peso molecular de 125
kDa. A codificacdo da FAK ¢ realizada pelo gene da proteina tirosina quinase 2 (P7K2)
localizado na regido cromossomica 8q24.3 e sua expressdo ¢ ativada transcricionalmente pelo
fator nuclear kB (NF-«B), bem com, pelo nanog (CHUANG et al., 2022; TAN et al., 2023).

A estrutura da FAK ¢ constituida por trés dominios, sendo: um dominio amino-
terminal 4.1—ezrina—radixina—moesina, conhecido como dominio FERM, um dominio quinase
e um dominio carboxi-terminal (FAT). Por sua vez, o dominio FERM ¢ ainda dividido em
subdominios F1, F2 e F3, os quais possuem sequéncias particulares que culminam em fungdes

distintas (Figura 3) (CHUANG et al., 2022; HU et al., 2024; TAN et al., 2023).

Figura 3 - Estrutura esquematica da FAK.
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Fonte: Elaborado pela autora (2026) de acordo com Tan et al., 2023.

A ativagdo da FAK ¢ modulada por diferentes fatores, os quais podem ser internos ou
externos a célula, como: integrinas e receptores de fatores de crescimento. O principal ponto
de regulacdo ¢ o dominio FERM, que, em condi¢des basais, se encontra associado ao dominio

quinase, mantendo a proteina em um estado auto-inibitorio. Uma vez estimulado, o dominio
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FERM sofre alteragdes conformacionais, aliviando essa estrutura (TAN et al., 2023). No
momento em que a associacdo FERM-quinase ¢ desfeita, o residuo tirosina 397 (Y397) torna-
se passivel de autofosforilagdo, culminando em posterior recrutamento da proteina Src
quinase, que interage com os dominios homologos SRC2 (SH2) e 3 (SH3), iniciando a cascata
de sinalizacdo. Dessa forma, a proteina Src fosforila os residuos tirosina 576 e 577, gerando
um loop de ativagdo da FAK, o que impede que a proteina retorne para sua conformagao auto-

inibida (Figura 4) (COSTA, 2025; DAWSON et al., 2021; HU et al., 2024).

Figura 4 - Mecanismo de ativagdo da FAK.
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Fonte: Costa, 2025.

A principio, a FAK foi associada como um componente do eixo de sinalizagdo
mediado por integrinas e receptores de fatores de crescimento (CHUANG ef al., 2022; HU et
al., 2024). Atualmente, estudos demonstram que essa proteina regula processos celulares

criticos, dentre os quais incluem: sinalizacdo de fatores de crescimento, progressao
do ciclo celular, proliferacio e sobrevivéncia celular, motilidade celular, angiogénese e
estabelecimento de microambiente tumoral imunossupressor (TME) (CHUANG et al., 2022;
MURPHY et al., 2020).

Quanto a sua localizacdo, a FAK encontra-se associada no complexo de adesdo focal
(CAF), sendo esse constituido por trés regides: proximal, intermediaria e regulatoria. A regido
proximal € o local onde a FAK se encontra, sendo também composta de integrinas e ¢ a area

responsavel pela sinaliza¢dao; a regido intermedidria ¢ a regido de transdugdo de forca ¢ a
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regido regulatoria € formada por actina (COSTA, 2025).

Inicialmente, pensava-se que a FAK se encontrava limitada ao citoplasma e a
membrana plasmatica, entretanto, essa ideia foi desconstruida através da descoberta de uma
sequéncia de localizacdo nuclear funcional (NLS) dentro do dominio FERM e uma sequéncia
de exportacdo nuclear (NES) no dominio quinase. Nesse sentido, tais sequéncias permitem
que a FAK circule entre o citoplasma e o nucleo, ampliando seu escopo de sinalizagao para a
regulagdo de proteinas nucleares e expressao génica (MURPHY et al., 2020). As evidéncias
ainda demonstram que essa translocagdo ocorre em resposta a condi¢des especificas, como o
desprendimento das células da matriz extracelular, a ativagdo de sinais de estresse e inibicao

da atividade da quinase (POMELLA et al., 2022).

2.3.2. Atividade da FAK no cancer

A FAK demonstrou possuir papel essencial na patogénese do cancer (HU et al.,
2024). Nessa oOtica, varios estudos evidenciam a sua superexpressdo em uma diversidade de
tumores, incluindo cancer de colorretal, de pulmdo, de ovario, de pescogo, de bexiga, de
mama ¢ de esdfago (TAN et al., 2023). Nesses tumores, a FAK atua promovendo o
desenvolvimento de caracteristicas fundamentais para a progressao da patologia - angiogénese
tumoral, transformacdo epitélio-mesenquimal (TEM), capacidade de autorrenovacdo das
células-tronco cancerosas e capacidade imunomoduladora (MURPHY et al., 2020).

Nesse contexto, a FAK participa da regulacio de multiplas vias de sinalizagdo
envolvidas na tumorigénese. Entre elas, destaca-se a via PI3K/AKT, um dos principais eixos
modulados pela FAK, por regular processos essenciais a progressdo tumoral, como:
proliferagcdo, sobrevivéncia, migragdo, invasao, metastase, remodelamento do microambiente
tumoral, angiogénese e recrutamento de células inflamatdrias. Apds sua ativacdo, a FAK
interage diretamente com a PI3K, promovendo a amplificacdo da ativagdo de AKT e
desencadeando cascatas de sinalizacdo subsequentes. Assim, ao atuar como reguladora a
montante da via PI3K/AKT, a FAK favorece a ativagdo de efetores como mTOR, B-catenina e
MDM2, contribuindo para a manutengdo e progressao do fenotipo maligno (Figura 5) (HE et
al., 2021; HU et al., 2024).

Outro alvo de destaque na regulacdo mediada pela FAK ¢ a proteina supressora de
tumor p53, codificada pelo gene TP53. A p53 € reconhecida como um regulador central do
controle do ciclo celular e na preven¢do da tumorigénese. Diante de seu papel antitumoral,

essa proteina atua em vias que reduzem direta ou indiretamente a expressao da FAK,
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modulando negativamente sua atividade e de vias associadas. Entretanto, em condicdes de
desequilibrio celular, a FAK pode translocar-se para o niicleo e promover a ubiquitinagao de
p53 e sua degradagdo proteossomal. Esse processo resulta na diminuicao dos niveis funcionais
de p53 e favorece um microambiente propicio ao desenvolvimento e & progressdo do cancer
(Figura 5) (HU et al., 2024).

Ademais, a via de sinalizagdo RAS/RAF/MEK apresenta-se também como fator
crucial para a sobrevivéncia e invasdo tumoral, estabelecendo uma relagdo intima com a
expressdo de FAK. Estudos sugerem que componentes dessa via sdo capazes de regular
positivamente a expressdo de FAK e ativar sua sinalizagdo, favorecendo a capacidade de
migragao celular (Figura 5) (HU et al., 2024).

Adicionalmente, vale ressaltar o papel da via da YAP na progressao tumoral. Estudos
demonstraram que a YAP interage com os componentes da cromatina promovendo aceleragao
da metilacdo de histonas e a transcrigdo dos genes-alvo. Dessa forma, a célula adquire
propriedades caracteristicas de CTCs, como multiplicacdo anormal, quimiorresisténcia e

metastase (ORTEGA et al., 2021).

Figura S - Atuacao da FAK sobre vias de sinalizacao celular.
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Fonte: Adaptado de Hu et al. (2024).

2.3.2.1.Transi¢do epitélio-mesenquimal

Por meio da regulagdo das vias de sinalizagdo mencionadas e de outros mecanismos,
a FAK controla processos essenciais a progressdo tumoral. A TEM ¢ um fendmeno
fisiologico fundamental durante o desenvolvimento embrionario e a regeneragdo tecidual. No
entanto, sua reativagdo em células neoplasicas esta associada a caracteristicas malignas, como

migragao e invasividade aumentadas, maior capacidade de autorrenovagdo tumoral e
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resisténcia a quimioterapia e imunoterapia (TAN et al., 2023).

Sendo assim, para que a TEM ocorra de forma eficaz, ¢ necessario a redugao de
marcadores epiteliais, o aumento de marcadores mesenquimais e a presenca de
metaloproteinases da matriz (MMPs) — enzimas responsaveis pela degradacdo da matriz
extracelular. A FAK contribui diretamente para esses processos por meio da ativagdo de Src,
modulando a expressao de E-caderina, um marcador epitelial, e TGF-p. Dessa forma, a FAK ¢

considerada um dos principais reguladores da TEM (COSTA, 2025).

2.3.2.2.Angiogénese

Pesquisas evidenciam que os VEGFs, bem como, seus VEGFRs sdo os fatores pro-
angiogénicos mais fundamentais no processo de angiogénese tumoral. As células neoplasicas
desenvolvem um mecanismo autdcrino, onde essas secretam VEGF e ativam o VEGFR em
sua superficie, promovendo um circuito que estimula continuamente o crescimento celular
(SHIAU et al., 2021).

Nesse contexto, a FAK participa desse mecanismo através da regulacdo nuclear da
transcricdo do VEGFR2. Ademais, estudos realizados em células de cancer de mama
demonstrou que a inibicdo FAK se associa a menor expressao de VEGF e angiogénese, e sua
delecdo resulta na diminuicdo de VEGF, reducdo de permeabilidade vascular, menor
proliferacdo de células endoteliais e morte por apoptose, reforcando seu papel nesse processo

(COSTA, 2025).

2.3.2.3.Microambiente tumoral

O TME corresponde ao conjunto de componentes celulares e acelulares que
circundam e interagem com o tumor. Esse ambiente inclui vasos sanguineos e linfaticos,
células imunes (como linfocitos T e B, células natural killer e macréfagos), células estromais
(fibroblastos, células mesenquimais, pericitos e adipdcitos), além de fatores soliveis e da
MEC (MURPHY et al., 2020). Assim, a FAK exerce papel central na organizagdo do TME ao
modular a dindmica da MEC, coordenar a atividade de diferentes populagdes celulares e
regular vias de sinalizagdo associadas a imunossupressdo, contribuindo para o

estabelecimento e manuten¢do de um TME imunossupressor (HU et al., 2024).

2.3.3. Atividade da FAK no Glioblastoma
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Um grande nimero de estudos tem demonstrado que o aumento da expressao ¢ da
atividade da FAK estd diretamente associado ao desenvolvimento do GBM. Evidéncias
provenientes de modelos in vitro e in vivo indicam que a ativacdo dessa proteina desempenha
papel central na proliferacdo, sobrevivéncia e migracao das células deste tumor, sustentando
processos que favorecem a progressao e agressividade tumoral (FOLLY et al., 2024).

Especificamente, ja foi demonstrado que a FAK desempenha um papel central na
proliferacdo de células de glioma. Em um estudo realizado por Nuifiez ef al. (2021) em
modelos murinos com xenoenxertos de glioma, verificou-se que a inibicdo simultanea de
PYK2 (tirosina quinase 2 rica em prolina) e FAK promove um aumento significativo na
sobrevida dos animais. Além disso, os resultados indicaram que ambas as quinases atuam
como mediadoras essenciais dos processos de migragdo e invasdo celular estimulados pela
interacdo das células tumorais com a microglia, evidenciando sua contribui¢do direta para a
progressao tumoral.

No mesmo sentido, um estudo in vivo conduzido por Ortiz-Rivera et al. (2023)
utilizando um modelo murino de GBM e o inibidor PF-562.271 para bloquear a atividade de
FAK e PYK2 demonstrou reducdo significativa na expressdo de ciclina D1, além de uma
diminui¢do de aproximadamente 43% no volume tumoral e aumento de cerca de 33% na
sobrevida mediana dos animais tratados.

Esses achados reforcam o papel critico das tirosinas quinases na fisiopatologia do

glioblastoma e destacam a FAK como alvo molecular promissor.

2.3.4. Inibidor da FAK PF-562.271

A busca por estratégias terapéuticas para o tratamento de tumores, voltadas para
proteinas quinases, tem ganhado destaque desde a década de 1980. Dentro desse cenario, os
inibidores de quinase constituem atualmente a classe de farmacos mais ampla e mais
aprovada, totalizando em mais de 120 moléculas aprovadas em nivel global (LI et al., 2024).

Nesse contexto, os inibidores da FAK (iFAK) tém sido reconhecidos como
potenciais agentes terapéuticos no tratamento do cancer, uma vez que ja foi demonstrada sua
capacidade de reduzir a migracao e sobrevivéncia de células tumorais (KATOH, 2024).

Os iFAK sao classificados em quatro grupos: inibidores do sitio de ligagao do ATP
(inibidores competitivos do ATP), inibidores do dominio FAK-FERM, inibidores do dominio
FAK-FAT e inibidores alostéricos (inibidores ndo competitivos do ATP), todavia, os iFAK

mais potentes identificados at¢ o momento se enquadram na categoria de inibidores
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competitivos de ATP (SPALLAROSSA et al., 2022). Esse grupo ¢ marcado pela presenca de
um nucleo de pirimidina 2,4-dissubstituido, o que os tornam capazes de compartilhar uma
orientacdo de ligacdo comum com o bolso de ligagdo de nucleotideos do dominio quinase,
impedindo assim a fosforilagdo da FAK (COSTA, 2025; SPALLAROSSA et al., 2022).

Nesse sentido, o PF-562.271, uma diaminopirimidina, se apresenta como um potente
inibidor reversivel e competitivo de ATP, possuindo um ICso de 1,5 nmol/L (COSTA, 2025;
ROBERTS et al., 2008). Além disso, o mesmo se encontra atualmente na Fase I de
desenvolvimento clinico (Figura 6) (COSTA, 2025).

Diversas pesquisas tém investigado a atividade do PF-562.271 em células tumorais,
incluindo modelos de GBM. Hu ef al. (2017) demonstraram que o PF-562.271 suprime de
forma significativa a proliferagdo e a formagdo de colonias em linhagens de osteossarcoma
humano. De forma semelhante, Pan et al. (2023) observaram que o composto inibe a adesao,
migracao e proliferacdo em células de carcinoma seroso de alto grau (HGSOC).

No contexto do GBM, Ortiz-Rivera et al. (2023) relataram que a associacdo do PF-
562.271 com a TMZ reduziu de maneira significativa a viabilidade celular, a progressao do
ciclo celular, a invasao e a formagao de invadopodios em modelo murino, quando comparado
ao uso isolado da TMZ. Além disso, Rolon-Reyes et al. (2015) demonstraram que a inibi¢ao
farmacologica combinada de FAK e PYK2 pelo PF-562.271 foi capaz de reverter o efeito pro-
migratorio exercido pela microglia sobre células de glioma em linhagens de roedores (C6 e
GL261) e humanas (U-87MG, A172 e HS683).

Assim, diante dos resultados positivos encontrados, os iFAK, incluindo o PF-
562.271, tém se destacado como potenciais agentes terapéuticos no tratamento de tumores

solidos, particularmente no glioblastoma.

Figura 6 - Estrutura quimica 2D do PF-562.271
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2.4.aB-cristalina (HSPB5S)



2.4.1. Estrutura e Funcoes

As small heat shock proteins (sHSPs) constituem uma classe da superfamilia das
HSPs caracterizadas por baixo peso molecular (1243 kDa). Sua principal fun¢do ¢ atuar
como chaperonas moleculares, mediando o transporte de proteinas entre compartimentos
celulares, auxiliando no dobramento e redobramento de proteinas recém-sintetizadas ou
danificadas, prevenindo a agregacdo proteica, direcionando proteinas para vias de
degradacdo e promovendo a dissolugdo de complexos proteicos (SOUZA, 2009).

Estruturalmente, as sHSPs compartilham uma organizag¢do conservada composta
por um dominio a-cristalino (ACD) de aproximadamente 80—100 aminoacidos, localizado
entre uma regido amino-terminal (NTR) altamente varidvel e uma regido carboxi-terminal
(CTR) flexivel, que contribui para a dindmica de oligomeriza¢do (figura 7) (ZOUBEIDI;
GLEAVE, 2012).

Figura 7 - Estrutura Esquematica das sHSPs.
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Fonte: Costa, 2025.

Dentre as dez sHSPs humanas, destaca-se a aB-cristalina (HspBS5), amplamente
distribuida e altamente abundante, apresentando massa monomérica de ~20 kDa. Ela
constitui uma das principais proteinas do cristalino, mas também pode ser encontrada em
outros tecidos, como cérebro, ovarios, ossos e coragdo (COSTA, 2025; HAYASHI;
CARVER, 2020).

A oB-cristalina desempenha papel relevante na regulacdo da apoptose. Estudos
demonstram que ela interage com proteinas pro-apoptoticas como Bax, Bel-xS e p53,
impedindo sua translocagdo para as mitocondrias, além de inibir a ativacao da pré-caspase-
3 na via mitocondrial, promovendo resisténcia a morte celular. Dessa forma, a disfun¢ao da
aB-cristalina esta associada a diversas doengas humanas (HAYASHI; CARVER, 2020).

Nos ultimos anos, sua participagdo na carcinogénese tem recebido destaque. A
aB-cristalina tem sido identificada como uma nova oncoproteina e como biomarcador
prognostico em diferentes tumores solidos, incluindo cancer de mama, colorretal, renal,

tireoidiano e carcinomas de células escamosas da cabega, pescogo ¢ boca (HAYASHI;

31
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CARVER, 2020; LI et al., 2017).
No SNC, sua expressdao constitutiva foi detectada em gliomas (ARRIGO et al.,
2007). Estudos adicionais em GBM realizados por Goplen et al. (2010) e Wisniewski e

Goldman (1998) confirmam sua associa¢do com fenotipo invasivo e resistente a apoptose.

2.5.Interacao FAK/ aB-cristalina

A interacdo entre FAK e aB-cristalina foi descrita pela primeira vez por Pereira et al.
(2014). No estudo, cardiomidcitos submetidos a estresse mecanico apresentaram uma
interagdo funcionalmente relevante entre essas proteinas. Os autores demonstraram que a oB-
cristalina protege a FAK da degradacdo mediada pela calpaina, reduzindo assim a
susceptibilidade dos cardiomidcitos a apoptose. Além disso, determinaram que essa interacao
ocorre por meio da formag¢ao de um complexo entre o dominio FAT da FAK e o dominio o-
cristalino (ACD) da aB-cristalina (Figura 8).

Mais recentemente, Folly et al. (2024) identificaram a mesma interacdo em células
de GBM. O estudo mostrou que a inibicdo dessa interagdo, por meio de um peptideo
bloqueador, reduz a viabilidade celular, induz apoptose e promove altera¢cdes morfoldgicas,
indicando papel funcional da interagdo FAK/aB-cristalina na sobrevivéncia desse tipo de

tumor.

Figura 8 - Interagdo FAK/ aB-cristalina formando complexo FAT-ACD.
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Fonte: Pereira ef al., 2014
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3.0BJETIVOS

3.1.0bjetivo geral

Avaliar os efeitos da inibicdo da fosforilagdo da FAK pelo PF 562.271 sobre a
viabilidade da linhagem celular de glioblastoma T98G in vitro e na interagdo entre as

proteinas FAK/aB-Cristalina.

3.2.0bjetivos especificos

1. Avaliar a viabilidade das células de glioblastoma T98G apos tratamento com o
inibidor de FAK PF-562.271;

2. Awvaliar a fosforilacdo de FAK e a expressao proteica de aB-Cristalina em células de
glioblastoma T98G apos o tratamento com inibidor de FAK PF-562.271;

3. Avaliar a interacdo entre as proteinas FAK/aB-Cristalina em células de glioblastoma

T98G apos o tratamento com inibidor de FAK PF-562.271.
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4.MATERIAIS E METODOS

4.1.Cultura de células

Para a realizagdo do estudo foi utilizada a linhagem celular T98G. As células foram
adquiridas do Banco de Cé¢lulas do Rio de Janeiro (BCRJ) provenientes de um paciente
homem, caucasiano, de 61 anos (T98G ATCC® CRL-1690). A cultura foi realizada em meio
de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Vitrocell Embriolife, D0069) contendo 1% de
Penicilina/Estreptomicina (LONZA, 21F095302), 1% de piruvato (LONZA, 13-115E), 1% de
aminoacidos (LONZA, BE13-114E) e 10% de soro bovino fetal (LGC Biotecnologia, 10-
BIO500) previamente inativado por aquecimento em banho-maria a 56°C por 30 minutos.

As células foram acondicionadas em garrafas de cultura de 25¢cm?® e 75cm?® em estufa
umidificada contendo 5% de COz a 37°C até atingirem 90% de confluéncia, quando foram
destacadas utilizando solucdo de tripsina 0,25% (Sigma Aldrich T4049) e centrifugadas a 4°C,
1500 rpm por 10 minutos. O precipitado foi homogeneizado em meio de cultura; as células
foram contadas em camara de Neubauer (Hausser Scientific 3100) com corante azul de tripan
0,4% (Sigma Aldrich, 15250-061) para o célculo de viabilidade. Posteriormente, as células
foram plaqueadas conforme ensaio em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal

bovino e 1% de penicilina/estreptomicina.

4.2.Ensaio de viabilidade (MTT)

A avaliagcdo da viabilidade das células foi realizada pela técnica de MTT conforme
Mosmann, 1983. A técnica consiste na reducao do sal tetrazolico [3-(4,5-dimetiltiazol-2-1)-
2,5-difeniltetrazolbrometo] pelas enzimas mitocondriais de células ativas, convertendo-o em
formazan e transformando a coloracdo do meio de amarelo para purpura, sendo a quantidade
de formazan gerada proporcional a concentragdo de células viaveis (Mosmann, 1983). As
células foram incubadas por 24 horas em placas de 96 pogos contendo 2x10* células por pogo.
A incubagdo foi feita nas mesmas condigdes da cultura. O tratamento com PF-562.271 foi
realizado nas concentragcdes S0uM, 75uM, 100uM, 200uM e 400uM. Como controle
negativo, foi utilizado Dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma Aldrich, D8418), diluente do PF. A
concentragdo de DMSO foi inferior a 0,5% no grupo tratado e controle.

Decorrido o tratamento, o meio foi retirado, acrescentado 180 uL de meio DMEM

suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de penicilina/estreptomicina ¢ foram
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adicionados 20uL de solugdao de MTT (SigmaAldrich, M5655) Smg/mL seguido de incubagdo
a 37°C em 5% de CO; por 4 horas. Em seguida, as células foram centrifugadas a temperatura
ambiente por trés minutos a 2000 rpm e o sobrenadante foi retirado para a adi¢ao de 200 pL
de DMSO, com incubagdo posterior das placas por 30 minutos nas mesmas condigdes
anteriores. A leitura das absorbancias foi feita em leitor de microplaca (ThermoFisher
Multiskan FC51119000) a 570 nm, a partir da qual as médias para cada tratamento foram
calculadas e subtraidas do branco. O controle DMSO foi considerado como 100% de
viabilidade. A partir dos calculos, foi determinada a melhor concentragdao de acao do PF, que

foi utilizada nos ensaios posteriores.

4.3.Extracio de proteinas

Foram plaqueadas 1x10° células em placas de 90 mm e incubadas por 24 horas a

37°C em 5% de CO,. Apdés o plaqueamento, as células foram tratadas com a melhor

concentragdo de PF-562.271 observada no ensaio de MTT (200uM) por 24 horas. Em
seguida, as placas foram acondicionadas em gelo, o meio foi retirado e foi adicionado PBS em
quantidade suficiente para lavagem. Adicionou-se 200 pL/1x10° células de tampdo de
extragdo RIPA (50mM Tris-HCl pH7,4; 150mM NaCl; ImM EDTA; 1% NP40; 0,25%
Deoxicolato de So6dio; ,5mM Fluoreto de Sédio; 2mM Ortovanadato de Soédio; 100pg/ml
PMSF; 0,1mg mg/ml aprotinina) e as células foram removidas com auxilio de scrapers. Os
lisados celulares foram submetidos a passagem por seringa de insulina 10 vezes para otimizar
a eficiéncia da extra¢do proteica. Em seguida os mesmos foram incubados em gelo por 30
minutos antes de serem centrifugados a 11000 rpm por 20 minutos a 4°C. A quantificagdo de
proteinas totais foi realizada pelo método do &cido bicinconinico (BCA) consoante Smith et
al., 1985. Apos quantificacdo, as amostras foram acrescidas de Laemily 5x (0,0625M Tris-
HCI pH 6,8; 2% SDS; 5% B-Mercaptoetanol; 10% glicerol e 0,01% bromofenol) e aquecidas

a 95°C por cinco minutos, permanecendo armazenada em freezer -20°C até utilizagdo.
4.4.Co-Imunoprecipitacio
Os extratos proteicos (aproximadamente 500 pg de proteina total) foram incubados

com 10 pl de anticorpo anti-aB-cristalina, e aproximadamente 40 pl de Proteina A/G-

Sepharose
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6MB (PROTGA-RO Roche) foram adicionadas a cada amostra, mantendo-as sob
agitacao leve a 4°C durante 16 horas. Apds centrifugagdo por 1 minuto a 800 rpm a 4°C, o
sobrenadante foi transferido para novo microtubo e o precipitado submetido a 5 lavagens com
tampao de lavagem para imunoprecipitado (100 mM Tris-HC1 pH 7,4, 1| mM EDTA 0,5%
TritonX-100, 2mM Ortovanadato de Sédio). Apds a ultima lavagem, o sobrenadante foi
desprezado e adicionou-se ao precipitado aproximadamente 40 pl de tampao da amostra 1x. O
precipitado foi submetido a eletroforese e o ensaio de Western Blotting foi realizado com

anticorpos anti-FAK e anti-oBcristalina, figura 9.

Figura 9 - Esquema de ensaio de co-imunopreciptagao
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Fonte: Adaptado de Hamnett (2024)

4.5.Western Blotting

As amostras foram submetidas a eletroforese desnaturante em gel 12% de
poliacrilamida (SDS-PAGE). Para a corrida, foi utilizado o tampao de corrida (Tris 25 mM,
Glicina 192 mM, SDS 0,1%, pH 8,4) e a corrente aplicada foi de 30 V por 30 minutos, 100 V
por 90 minutos e 120 V até a saida das proteinas do gel em cuba Digel (DGV10). A
transferéncia foi feita em membrana de PVDF (Amersham Hybond P0.45). Posteriormente,
foi realizada a transferéncia por 150 minutos a 300 mA utilizando cuba de transferéncia da
BIORAD. A fonte usada para corrida e para transferéncia também foi da BIORAD.

A membrana foi bloqueada por 2 horas com solugdo de bloqueio de soro albumina
bovina (BSA) 5% em tampao TBS-T (Tris 20 mM, NaCl 150 mM, Tween 20 0,1%, pH 7,6)
seguida de incubacdo com anticorpo primario overnight a 4°C e anticorpo secundario anti-

mouse (GE Amersham NA934 V) ou anti-rabbit (GE Amersham NA931V) por 45 minutos.
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Apos cada incubagdo, foram realizadas trés lavagens com TBS-T de 10 minutos sob agitagao.

Os anticorpos e suas diluigdes estdo especificados no quadro 1. A deteccao foi
realizada por meio de kit ECL Prime da Amersham (GE Health Care RPN2232) conforme
instrugdes do fabricante e utilizando-se filme fotografico CL-Xposure™ Film (Thermo
Scientific 34089) para o blotting de actina e o filme Amersham Hyperfilm™ ECL (GE Health
Care 28-9068-36) para os demais blottings. O tempo de exposi¢ao foi ajustado conforme
necessidade. A revelagdo foi feita com revelador e fixador radiograficos da Carestream®. A
quantificacdo das bandas foi feita por densitometria Optica como sofiware Image J apos

tratamento das imagens em programa de edi¢do de imagens.

; Soluciode  Diluiciao do Diluicao do
Anticorpo : G i

bloqueio primério secundario

Anti-FAK Rabbit Santa Cruz, BSA 5% 1:1000/BSA 1:5000/BSA
SC1688 5% 5%

i 1:1000/BSA | 1:5000/BSA
Anti-pFAK Rabbit Signaling, BSA 5% 2 ty/ 3 ‘y/
#3283 it !

Athl-a.B- Moic BIORAD, BSA 5% 1:10000/BSA | 1:5000/BSA
Cristalina MCA26978 5% 5%

Anith-Actin Moiice BIORAD, BSA 5% 1:1000/BSA | 1:5000/BSA
VMAO00078 5% 5%

Fonte: Costa, 2025.

4.6.Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas através do programa GraphPad Prism versao
8 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Foram usados regressao linear e
ANOVA com intervalo de confianga de 95% (p<0,05) para os ensaios de viabilidade, o teste
de Dunnett foi utilizado como post hoc para ANOVA. Para determinagdo da concentragao
inibitoria de 50% (Cls) foi utilizado a regressdo nao linear, e os dados referentes ao Western
Blotting foram processados através do software ImageJ. Os resultados correspondem a média

de trés experimentos indepentes.
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5.RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Avaliacao do efeito da inibicao da fosforilacao da FAK na viabilidade das células de

glioblastoma

A avaliacao do efeito da inibi¢do da fosforilagdo da FAK sobre a viabilidade de
células de glioblastoma foi realizada pelo ensaio de MTT. Os resultados demonstraram que,
ap6s 24 horas de tratamento, houve redugdo significativa da sobrevivéncia celular nas
concentracoes de

200 pM e 400 uM, correspondendo a aproximadamente uma reducdo de 30% e 58%,
respectivamente, em comparacao ao controle negativo (DMSO). Em contrapartida, ndo foram
observadas alteragdes expressivas para as concentragdes de 50 uM, 75 uM e 100 uM (Figura
9A). Através dos resultados provenientes do ensaio de MTT, a dose de 200 uM de PF foi
selecionada para a realizagdo dos ensaios posteriores, considerando o melhor efeito dose-
resposta observado.

Ademais, a influéncia do composto sobre a densidade celular foi avaliada também
através da microscopia Optica. Para essa analise, as células foram tratadas com PF-562.271
por 24 horas na concentragdo de 200 pM. Ao término do tratamento, a observacao
microscopica revelou redu¢do marcante no numero de células, quando comparadas ao
controle negativo (DMSO) (Figura 9B).

Adicionalmente, a Clso do PF-562,271 determinada nas condi¢cdes experimentais foi
de 212 uM (Figura 9C).

Os resultados obtidos neste estudo sugerem a necessidade da utilizagdo de
concentracoes elevadas de PF-562.271 para a inducdo de efeito citotoxico significativo em
células de glioblastoma da linhagem T98G. Esse comportamento demonstra diferenga
expressiva em compara¢do com o observado em outros trabalhos dispostos na literatura, os
quais empregaram o mesmo composto, em diferentes linhagens tumorais, por periodo de
tratamento de 72 horas. Hu et al. (2017), por exemplo, demonstraram que linhagens de
osteossarcoma apresentam elevada sensibilidade ao PF-562,271, com valores de Clso variando
entre 1,76 e 3,83 uM. De forma semelhante, Valente et al. (2023) observaram redugdo
significativa da viabilidade das linhagens hematolégicas HEL e SET-2 nas concentragdes de 5

pM e 10 uM, com Clso de 3,90 e 3,11 uM, respectivamente. Além disso, Tang ef al. (2016)
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relataram que linhagens de cancer de pulmdo com mutagdes em KRAS apresentaram Clso

entre 2 e 4 uM, enquanto linhagens com KRAS selvagem exibiram menor sensibilidade, com

ICs0> 8 puM.

Figura 10 — Analise da resposta dose-dependente ao PF-562.271 em células T98G apos 24

horas de tratamento (A); avaliacao da reducdo da densidade celular em cultura por
microscopia optica (B); e determinacdo da Cls, por regressao nao linear (C)

A

Viabilidade celular (%)

180 -
160
140 1
120 4 ——
100 —T— — .
80 1 - - - i e
60 T *
40 — |
20
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: PF 562.271 :
© " o 4 ..):: : \::?\; C
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C DMSO PF 200 uM
100 - ° Cls(] = 212 I.IM
-~ R?=10,9483
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Legenda: DMSO: controle negativo; PF 562.271: inibidor de FAK; Linha vermelha: ponto de
reducdo da viabilidade em > 30%; *: diferenca significativa em rela¢do ao controle negativo (DMSO;
p < 0,05) (A). Avaliagdo da densidade celular por microscopia dptica apos tratamento com DMSO e

PF-562.271 (200 uM) (B). Curva de regressao nao linear utilizada para determinagdo de Clso (C).

Esses achados evidenciam que, o PF-562.271 ¢ capaz de reduzir a viabilidade celular

em diferentes tipos tumorais, comprovando a relevante participagao da p-FAK nos processos
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de sobrevivéncia celular. Entretanto, as células de GBM T98G demonstram menor
sensibilidade ao composto. Isso sugere a presenga de mecanismos de resisténcia intrinsecos,
possivelmente relacionados a vias de sobrevivéncia altamente ativas caracteristicas desse

subtipo tumoral.

5.2.Avaliacao do efeito de inibicio da fosforilacdo da FAK e expressao proteica de aB-

cristalina

Para avaliar o efeito do PF-562.271 sobre a fosforilagdo da FAK e a expressdo
proteica de aB-cristalina, foi realizado o ensaio de Western Blotting. Os resultados obtidos
demonstraram que ap6s o tratamento com o composto houve uma redugao de aproximadamente 98%
na fosforilagdo do residuo Y397 da FAK em comparacdo com o tratamento controle negativo
(DMSO). Por outro lado, ndo foram observadas qualquer relagdo entre a inibicdo da FAK e a
expressao proteica de aB-cristalina (Figura 11A-C).

A literatura reporta amplamente que a FAK se encontra superexpressa em diversas
linhagens tumorais, estando essa superexpressdo associada a caracteristicas invasivas e
metastaticas, além de se correlacionar com prognostico clinico desfavoravel em diferentes
tipos de canceres (HU et al., 2017; MURPHY et al., 2020; ZHANG et al., 2018).

No estudo realizado por Ren et al. (2015), que investigou a expressdo de FAK em
pacientes diagnosticados com osteossarcoma, observou-se superexpressdo da proteina em
61,95% dos casos (70/113). Além disso, os autores verificaram que os niveis elevados de
FAK e p-FAK se correlacionaram significativamente com reducao da sobrevida global e
menor tempo livre de metastases, reforcando o papel dessa proteina como marcador de
agressividade tumoral.

Diante disso, torna-se evidente que a busca por estratégias capazes de inibir a
atividade de FAK e mitigar seus efeitos na progressdo neoplasica ¢ de grande relevancia,
destacando o potencial terapéutico de inibidores de quinases.

Nesse contexto, o PF-562.271 tem sido amplamente empregado como inibidor
farmacologico de FAK, e sua capacidade de reduzir a fosforilacdo desta proteina ja foi

demonstrada em diversos modelos experimentais. No estudo de Stokes et al. (2011),
conduzido em células de cancer pancredtico, a adicdo de PF-562.271 promoveu redugdo
significativa da fosforilagdo de FAK nas linhagens MPanc-96 e MADO08-608, sendo observada
inibi¢cao maxima no residuo Y397 em concentragdes de 0,1 a 0,3 uM.

De forma semelhante, Weimer et al. (2013) relataram diminui¢do expressiva da
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fosforilagdo de FAK em células imunes tratadas com o inibidor. Além disso, os autores
destacaram que o PF-562.271 também exerceu efeito sobre outros sitios de ativacao da FAK,
como Y576/577 e Y925, apresentando um padrdo de inibi¢do coordenado. Ainda, Ortiz-
Rivera et al. (2023) demonstraram que o tratamento com PF-562.271 em modelos
animais de glioma resultou em redugdo de aproximadamente 50% da fosforilagdo de FAK e
PYKZ2, refor¢ando a atuacao desse composto na supressao da sinalizacao pro-tumoral mediada
por quinases.

De forma complementar, a evidéncia da redug¢do da fosforilacio da FAK neste
ensaio, reforca a associa¢do direta entre a diminui¢do da viabilidade celular observada e a
inibicao dessa proteina.

Quanto a invariabilidade da expressdo proteica de aB-cristalina, sugere-se que o PF-
562.271 nao interfere na ativagdo dessa chaperona, o que indica que a agdo do PF-562.271 ¢
limitada a via de fosforilagdo da FAK, ndo promovendo, portanto, mecanismos

compensatorios de resposta citoprotetora mediados por aB-cristalina.

Figura 11 - Avaliacdo da fosforilacdo de FAK e expressao proteica de aB-cristalina em
células T98G tradatas com PF-562.271 por 24 horas (A-C).

A

PF 562,271 (200 pM)

DMSO

B "
— C 150
4
—_ =
. -
b g
= 100 g 1007
g <
Z
g -
< =]
2 50- 50
3
g
0 T 0 T
DMSO  2004M SO 2004M

Legenda: Western blotting representativo de p-FAK e expressdo proteica de aB-cristalina; DMSO:
controle negativo; PF-562.271: inibidor de FAK; Actina: normalizador do Western Blotting (A).
Quantifica¢do densitométrica da expressdo de p-FAK normalizada em relagdo a actina (pFAK/actina)
(B); Quantificagdo densitométrica da expressdo de aB-cristalina normalizada em relacdo a actina (aB-
cristalina /actina) (C).
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5.3.Avaliacao do efeito de inibicio da fosforilacio da FAK na interacdo entre as

proteinas FAK e aB-cristalina

A interacdo entre FAK e aB-cristalina foi analisada por meio do ensaio de co-
imunoprecipitacdo. Os resultados demonstraram um aumento significativo da associagao
entre essas proteinas nas células de glioblastoma apds o tratamento com PF-562.271,
indicando que essa interacdo ocorre de forma mais eficaz quando a FAK se encontra em

seu estado inativo (Figura 12).

Figura 12 - Avaliagdo da interagdo FAK/aB-cristalina em células T98G tratadas com PF-
562.271 por 24 horas (A-B).
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Legenda: Western blotting representativo da interacdo FAK/oB-cristalina; DMSO: controle
negativo (A). Quantificagdo densitométrica da proteina FAK co-imunoprecipitada, normalizada em
relacdo a aB-cristalina (FAK/aB-cristalina) (B).

DMSO

Em um estudo anterior, realizado por Pereira et al. (2014), foi observado pela
primeira vez que a interacdo FAK/aB-cristalina ¢ essencial para manter a sobrevivéncia de

miocitos cardiacos submetidos a estresse mecanico. De fato, a deplecao de aB-cristalina



resultou em uma redugdo significativa nos niveis da proteina FAK em midcitos cardiacos
submetidos a estiramento € em coragdes de camundongos submetidos a coarctagdo da
aorta. Uma vez interrompida a interagdo, as células morreram por apoptose, devido a
reducdo nos niveis de FAK e consequente ativacdo da cascata de sinalizacdo de apoptose
(PEREIRA et al., 2014).

Recentemente, Folly ef al. (2024) demonstraram em seu estudo que a interrupgao
da interacdo FAK/aB cristalina culminou na morte de células de GBM, corroborando a
relevancia desta interacdo na sobrevivéncia de diferentes linhagens celulares, incluindo a
linhagem celular estudada neste trabalho.

De forma complementar aos dados disponiveis na literatura sobre a interagcao entre
essas proteinas, os resultados deste estudo indicam que a associagdo entre FAK e aB-
cristalina ndo esta restrita ao estado de fosforilagdo da FAK, uma vez que foi demonstrado
o aumento dessa interagdo quando a FAK encontra-se inativa.

Ademais, considerando a correlagao entre os resultados obtidos neste ensaio e no
ensaio de viabilidade celular, sugerimos que o aumento da interacdo entre FAK/ aB -
cristalina possivelmente pode ter reduzido o efeito inibitdrio do PF- 562.271, conferindo a
essas células maior resisténcia a morte celular, uma vez que foram necessarias
concentragdes elevadas do composto para promover uma reducdo significativa da
viabilidade celular. A associacdo dos resultados obstidos neste estudo reforca a
necessidade de elucidar os mecanismos bioquimicos envolvidos na interacdo dessas

proteinas como potencial alvo no tratamento do GBM.

43
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6.CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos neste estudo, conclui-se que a proteina FAK
desempenha papel essencial em mecanismos criticos associados a sobrevivéncia das células
de glioblastoma multiforme, sendo seu estado de fosforilagio um elemento determinante
nesse processo, uma vez que o tratamento com inibidor PF-562.271 resultou em reducao
acentuada da viabilidade das células tratadas. Ademais, os achados apontam que a interagdo
FAK/ aB-Cristalina ndo se limita ao estado de ativacdo da FAK, considerando que sua
inibicdo intensificou essa associagdo, sugerindo assim o papel relevante da interacdo dessas
proteinas em condigdes de estresse celular, como o tratamento por PF.

Dito isso, os resultados apresentados neste trabalho reforcam que a FAK e sua
interagdo com a proteina oB-cristalina representam um potencial alvo para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para o glioblastoma multiforme. Todavia,
s3o0 necessarios estudos complementares para elucidar o entendimento dos mecanismos

envolvidos.
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