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DISSERTACAO DE MESTRADO
GUSTAVO HENRIQUE CARDOSO GUIMARAES

RESUMO

O Glioblastoma (GB) é um astrocitoma altamente agressivo, de grau IV, cujos pacientes
apresentam média de sobrevida global de 12 meses. O tratamento padrédo baseia-se em
uma combinacédo de cirurgia, radioterapia e quimioterapia com temozolamida. O receptor do
fator de crescimento epidermal (EGFR) exerce grande contribuicdo para a carcinogénese,
evolugdo e resposta ao tratamento em pacientes com GB. Por isso, a sua expressao e suas
vias de sinalizagdo, como a via das MAP kinases (MAPK) ERK1/ERK2, encontram-se
altamente desreguladas no GB. A inibicdo da expressdo génica do EGFR e Rafl, pelo
supressor tumoral miR-7, € capaz de regular essa via de sinalizagdo em multiplos niveis
resultando na sensibilizagcdo de linhagens celulares a radiagédo ionizante. A despeito do
papel do miR-7 na sensibilizagdo, os pacientes podem adquirir resisténcia ao tratamento.
Portanto, o estudo de novos compostos capazes de modular a via de sinalizacdo do EGFR
torna-se importante. O objetivo do estudo é caracterizar o perfil de radiorresisténcia, e
avaliar o efeito antitumoral e o mecanismo de agdo do composto LQB-223 nas linhagens
celulares de GB humano: A172 (PTEN mutado), T98G (TP53 e PTEN mutados) e U251
(TP53, EGFR e PTEN mutados). A fim de avaliar o efeito antitumoral do LQB-223 utilizamos
0s ensaios de viabilidade celular por MTT, de formacédo de colbnias, fragmentacéo do DNA,
perfil do ciclo celular e a exposicado de fosfaditilserina por citometria de fluxo. O perfil de
resposta das linhagens a radiacédo foi avaliado pelo ensaio de fragmentacdo do DNA e de
ciclo celular. A expressdo do miR-7 foi avaliada por RT-PCR, e a de ERK, p-ERK, Ras,
Caspase-3, Caspase-3 clivada, p-H2AX pela técnica de Western blotting. As linhagens
T98G e Al172 apresentaram um acumulo expressivo de células em G2/M apds a exposicao
as doses de radiacdo de 8, 16 e 24Gy. Estas doses induziram um aumento na fragmentacéo
do DNA apenas nas linhagens U251 e T98G. Nossos dados apontam para a maior
resisténcia das linhagens estudadas as baixas doses de radiacdo ionizante enquanto a
linhagem A172 mostrou-se mais resistente a todas as doses utilizadas. O composto LOB-
223 reduziu a viabilidade e a proliferagcdo celular, induziu acimulo na fase G2/M do ciclo
celular, aumentou a fragmentacdo do DNA e a taxa da morte celular por apoptose nas
linhagens de GB avaliadas. Os efeitos antitumorais induzidos pelo LQB-223 podem ser
parcialmente explicados pelo aumento na expressdo do miR-7, bem como pela diminuicéo
na fosforilagao da proteina ERK e da expressao da forma total da proteina Ras. Resultados
preliminares na linhagem T98G mostraram um aumento na fosforilagdo da proteina H2AX
sugerindo que o LQB-233 induz quebra de dupla fita do DNA. Em conjunto, nossos
resultados mostram que o LQB-223 possui um grande potencial antitumoral tanto nas
linhagens de GB sensiveis quanto nas resistentes a radiacdo ionizante e que as alteracdes
observadas podem ser explicadas pela inibicdo em diferentes niveis da via do EGFR, via
aumento do miR-7.

Palavras-chave: Radiorresisténcia; LQB-223; MAP kinases ERK1/ERK2; microRNA-7; Glioblastoma
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ABSTRACT

Glioblastoma (GB) is a highly aggressive grade IV astrocytoma. Patients with GB
present 12 months average overall survival. The standard treatment is based on a
combination of surgery, radiotherapy and temozolamide combined chemotherapy.
The epidermal growth factor receptor (EGFR) plays a major role in the
carcinogenesis, evolution and response to treatment for patients with GB. Therefore,
EGFR and its pathways, like MAP kinases (MAPK) ERK1/ERK2, are highly
overexpressed in GB. The tumor suppressor miR-7 is able to inhibit the genic
expression of EGFR and Rafl regulating multiple levels of its signaling cascade
resulting in increased sensibility to ionizing radiation in GB cell lines. However,
patients acquire resistance to the treatment, which explains the low survival rate for
GB. This justifies the need to research new drugs capable of modulating EGFR
expression. This project aims at characterizing the radio-resistance, evaluating its
effect on tumor and studying LQB-223 mechanism on the GB cell lines: A172 (PTEN
mutated), T98G (TP53 and PTEN mutated) and U251 (TP53, EGFR and PTEN
mutated). MTT cell viability assay were used to access LQB-223 ability to tumor
formation, DNA fragmentation, cell cycle and exposure to fosfatidilserine through
flow-cytometry. The cell lines response to radiation was evaluated by DNA
fragmentation assay and cell cycle. RT-PCR was used to evaluate miR-7 expression,
while Western blotting was used for ERK, p-ERK, Ras, Caspase-3, Caspase-3
cleaved and p-H2AX. T98G and A172 showed an expressive G2/M cell accumulation
after exposure to de 8, 16 e 24Gy doses of radiation. These doses induced an
increased DNA fragmentation only in U251 and T98G cell lines. All cell lines were
more resistant to low ionizing radiation and A172 was also resistant to high doses of
radiation. LQB-223 was able to reduce viability and cell proliferation, lead to an
accumulation in the G2/M phase of the cell cycle, increased DNA fragmentation and
cell apoptosis in the GB lines studied. Increased miR-7 expression, reduction of ERK
protein phosphorylation and total Ras expression could partially explain LQB-223
anti-tumor effect. Recent preliminary studies of T98G cell line have shown an
increase in H2AX phosphorylation suggesting that LQB-233 induces a double break
in the DNA strand. Taken together our data show that LQB-223 has a great anti-
tumor potential, not only on the ionizing radiation sensitive but also on the resistant
GB cell lines. Also the observed changes may suggest different levels of EGFR
inhibition perhaps through miR-7 increase.

Palavras-chave: Radio-resistance; LQB-223; MAP kinases ERK1/ERK2; microRNA-7;
Glioblastoma
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1) INTRODUCAO

1.1) Gliomas

Os gliomas sdo tumores originados de células gliais ou progenitoras gliais. A
sua ocorréncia fora do cérebro é rara, e as regides de crescimento mais incidentes,
em 60,8% dos casos, sdo os lobulos frontal, temporal, parietal e occipital. Os
gliomas representam 27% de todos os tumores malignos e ndo malignos, e 80% dos
tumores malignos, primarios do cérebro e do sistema nervoso central (SNC).
Possuem uma taxa de incidéncia anual, ajustada pela idade, de aproximadamente
6,3 novos casos em uma populacao de 100.000 habitantes e mais que 20.000 novos
casos sdo diagnostigados a cada ano. Os dados apresentados sao referentes a
populacdo dos Estados Unidos (EUA) entre os anos de 2008 e 2012 (OSTROM et
al., 2015). Para o Brasil, os dados epidemiologicos dos gliomas sdo escassos, e
somente encontramos dados referentes aos tumores do SNC. O Instituto Nacional
de Cancer (INCA) estima, para o ano de 2016, 5.440 novos casos de cancer do SNC
em homens e 4.830 em mulheres, valores correspondentes a um risco estimado de
5,50 novos casos a cada 100.000 homens e 4,68 para cada 100.000 mulheres.

Apesar dos tumores do SNC apresentarem uma baixa taxa de incidéncia,
alguns subtipos exibem alta mortalidade e morbidade. A taxa de sobrevida relativa
dos pacientes com tumores do SNC em 5 e 10 anos é de 34,4% e 28,8%,
respectivamente. Nos subtipos malignos sdo encontradas as taxas mais baixas
(OSTROM et al., 2015). Considerando que os tumores do SNC, inclusive os gliomas,
apresentam uma evolucdo clinica bastante agressiva, € necessario um melhor

entendimento de sua etiologia e dos fatores de risco.

1.1.1) Etiologia e fatores de risco

O estudo dos fatores de risco atuantes na carcinogénese e na progressao das
neoplasias fornece um melhor entendimento da etiologia e proporciona a melhoria
das agbes para 0 seu controle por trazer novas estratégias para a prevencao,
deteccdo precoce e tratamentos. Apesar da grande quantidade de trabalhos

publicados sobre esse assunto a maioria dos casos de gliomas permanece sem uma



explicacdo para 0 seu surgimento, 0s poucos fatores de risco atualmente
estabelecidos sao divididos em fatores genéticos (causas enddgenas) e néo
genéticos (causas ambientais/exdgenas). (OSTROM et al.,, 2014; WALSH et al.,
2016).

Ha muito tempo tém se observado uma predisposi¢cao genética herdavel para
0 surgimento dos gliomas. Tal fato baseia-se no aparecimento dessa neoplasia
sindromes de cancer familial e o aumento do risco de gliomas em uma mesma
familia (WALSH et al., 2016).

Dentre as mais frequentes sindromes de cancer hereditario responsaveis pela
formacdo dos gliomas, estdo a Li-Fraumeni, neurofiboromatose tipo 1 e tipo 2,
esclerose tuberosa, Lynch e melanoma-astrocitoma. Cada uma dessas sindromes
possui uma mutacdo em um ou mais genes especificos que determina o inicio das
neoplasias (GOODENBERGER e JENKINS, 2012 ; WALSH et al., 2016). Entretanto,
a contribuicdo destes genes para o risco global dos gliomas € baixo, pelo fato de
uma parcela infima, aproximadamente 5%, dos gliomas derivarem dessas sindromes
(MALMER et al., 2007).

Diversos trabalhos demonstram evidéncias do registro de gliomas em
integrantes de uma mesma familia, um deles estudou uma coorte de pacientes com
astrocitoma da regido norte da Suécia e investigou a ocorréncia de astrocitoma
familial entre os parentes de primeiro grau e em 4,7% das familias houve relato da
doenca (MALMER el al.,1999). Em outro trabalho foi observado que os parentes de
primeiro grau de um paciente com glioma possuem um risco aumentado de duas
vezes para 0 aparecimento da mesma neoplasia (MALMER et al., 2007). Em vista
disso, um consoércio intitulado GLIOGENE identifica as familias, ndo afetadas pelas
sindromes, com susceptibilidade para o desenvolvimento de gliomas a fim de
detectar novas regides gendmicas ou locus importantes para a carcinogénese desta
doenca (MALMER et al., 2007). Estudos de genotipagem identificaram 10
polimorfismos de um Unico nucleotideo (SNP, do inglés single-nucleotide
polymorphism) localizados em oito regides génicas que conferem aumento do risco
para o desenvolvimento do glioma, a telomerase RNA component (TERC),
telomerase reverse transcriptase (TERT), receptor do fator de crescimento epidermal
(EGFR), coiled-coil domain containing 26 (CCDC26), cyclin-dependent kinase
inhibitor 2B (CDKN2B), pleckstrin homology-like domain (PHLDB1), gene da proteina
tumoral p53 (TP53) e regulator of telomere elongation helicase 1 (RTEL1) (SHETE et
al., 2009 ; WRENSCH et al., 2009 ; SANSON et al., 2011; STACEY et al., 2011 ;



WALSH et al., 2014). Os locus de risco para o glioma, proximos ou dentro dos genes
TERC, TERT e RTEL1, responséveis pela manutencdo do comprimento do teldmero,
ainda ndo haviam sido relacionados com a neoplasia, entretanto a TP53, CDKN2B e
EGFR sé&o de conhecida relagdo com o glioma (WALSH et al., 2016).

Os fatores de risco ndo-genéticos descritos até o momento de acordo com o
seu risco relativo sdo apresentados na Tabela 1.1. Os fatores de maior risco e mais
consistentes sdo a exposi¢cdo a altas doses de radiacdo e individuos com idade
avancada, seguido pelos pacientes do género masculino e os de etnia branca. Foi
observado uma diminuicdo do risco dos gliomas em pessoas que relataram
condicbes alérgicas incluindo a asma (CAHOON et al., 2014), elevadas taxas de IgE
(SCHWARTZBAUM et al., 2012), exposicado ao virus Varicela-Zoster e a presenca
de IgG anti virus Varicela-Zoster (WRENSCH et al., 2005).

A primeira evidéncia conclusiva que associou a radiacdo ionizante com o
aparecimento de tumores cerebrais surgiu de um estudo que acompanhou criancas
com dermatofitoses tratadas com terapia de radiacdo, no qual se verificou um
aumento do risco relativo de 2,6 vezes para o surgimento de gliomas (RON et al.,
1988). Relatos de associacbes de risco com a radiacdo ionizante resultam de
estudos em coortes expostas a radiagcdo em procedimentos médicos terapéuticos e
de diagndéstico, exposicao profissional, em testes atmosféricos de armas nucleares e
em regides afetadas por bombas atémicas.

Em relacdo ao perfil do individuo com maior risco de desenvolver gliomas,
temos os do género masculino com um risco aumentado de 1,3 vezes e os de etnia
branca com um risco de 1,9 vezes quando comparados com os de etnia afro-
americana. Individuos de idade mais avancada também possuem um risco mais
elevado, principalmente para os subtipos malignos. (OSTROM et al., 2015).

Pesquisadores atuantes nessa area realizam os calculos para as associacdes
de risco de determinado fator levando em consideragéo todos os gliomas e/ou seus

subtipos especificos, sendo importante o diagnéstico e classificacao corretos.



Tabela 1.1 Fatores de riscos ndo-genéticos para os gliomas.

Exposicao Associacdo
Fatores de risco estabelecidos

Altas doses de radiacéo +++
Género masculino x feminino +

Etnia branca x afro-americanos +

Avanco da idade +++

Fatores de risco provaveis
Alergias/asma -
Elevado IgE -

Virus Varicela-Zoster
IgG anti Varicela-Zoster

+++ Fator de risco consistente, risco relativo >3; + Fator
de risco >1; - Fator de risco <1

Adaptado de WALSH et al., 2016

1.1.2) Diagnostico

O processo de diagnostico correto se inicia com a triagem dos individuos
suspeitos de apresentarem uma lesao intracraniana e cuja histéria clinica engloba
dores de cabeca frequentes, confusdo mental, perda de memdria, mudancas na
personalidade e/ou alteracbes neuroldgicas.  Posteriormente, exames
complementares sdo empregados para confirmar a presenca das lesdes (WELLER,
2011). A ressonancia magnética do cranio ou outros exames de neuroimagem sao
indicados a fim de excluir ou detectar uma neoplasia intracrania. Exames de
neuroimagem fornecem informagdes relevantes sobre o tumor, tais como a
localizacdo, extensdo, efeito de massa, e potencial quebra da barreira
hematoencefalica (BHE). Esses exames sdo, portanto, importantes aliados na
resposta ao tratamento e no desenho terapéutico por permitir delimitar a extensao
da cirurgia e/ou da radioterapia (WHITFIELD et al., 2014). Um diagndstico realizado
somente por exames de neuroimagem ndo é adequado, pois resultados falso-
positivos sdo comuns. Por essa razao torna-se imprescindivel, em todos o0s
pacientes apos a bidpsia, que o exame histopatolégico seja efetuado por uma

equipe qualificada de patologistas (WELLER, 2011).



Um grande progresso tem sido observado no diagnostico e prognoéstico dos
gliomas com o advento das tecnologias de expressao génica de larga escala como o
sequenciamento de nova geracao (NGS). Este permite identificar marcadores
moleculares de significancia clinica e indicadores de prognostico favoravel, alguns
desses de maior importancia como a codelecdo cromossoémica 1p/19q, a metilacédo
do promotor do gene O6-metilguanina-DNA-metiltransferase (MGMT) e a mutacgéo
no gene isocitrato desidrogenase humana 1 (IDH1) (TABATABAI et al., 2010 ;
SIEGAL, 2016). Um trabalho recente visando auxiliar o diagnostico molecular dos
gliomas relatou a validacdo da técnica de NGS para um painel de 20 genes
frequentemente alterados, e de acordo com as alteragbes observadas foi proposto
uma nova classificacdo dos gliomas em grupos bioldgicos distintos (ZACHER et al.,
2016). Neuro-epidemiologistas publicaram um guia de sugestfes de como proceder
para incorporar o diagnéstico molecular na classificacdo atualmente vigente (LOUIS
et al., 2014).

1.1.3) Classificacao

Os gliomas sao classificados em coédigos de acordo com a Classificacdo
Internacional de Doencas para Oncologia (CID-O) e em graus de acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS). (LOUIS, et al., 2007).

A CID-O permitiu padronizar por cédigos a classificacdo dos tumores de
acordo com a sua caracteristica morfolégica facilitando, dessa forma, o acesso aos
dados por epidemiologistas. Levando-se em consideracdo a célula glial presente na
neoplasia, podem ser denominados como: tumores astrociticos (derivado dos
astrocitos), oligodendrogliais (derivado dos oligodendrécitos), ependimais (derivado
das células ependiméarias) e gliomas mistos (por exemplo, o0s tumores
oligoastrociticos). (LOUIS, et al., 2007).

Para complementar a classificacdo dos gliomas a OMS classifica-os de
acordo com seu grau histologico ou escala de malignidade, o que permite prever o
comportamento biolégico de uma neoplasia e facilita a escolha sobre a terapia a ser
empregada. Os tumores astrociticos sédo divididos em quatro graus (I, II, Il e 1V), os
oligodendrogliais e os oligoastrociticos em dois graus (Il e 1ll) e os ependimais em
trés graus (I, 1l e 1l). O grau | aplica-se as lesGes com baixo potencial proliferativo e
apresenta possibilidade de cura apos a resseccéao cirurgica. O grau Il exibe natureza



infiltrativa com atipia citologica e baixa atividade proliferativa. O grau Il inclui atipia
nuclear, alta atividade mitética e anaplasia. Os graus Il e Illl podem recorrer e
progredir para graus mais elevados de malignidade. Por fim, os tumores grau IV,
além das caracteristicas anteriormente citadas, apresentam proliferacdo
microvascular e/ou necrose e em algumas neoplasias infiltracdo generalizada de
tecido e uma disseminacdo cranioespinhal, o que permite uma rapida evolucéo
antes e apés o tratamento culminando em um desfecho clinico fatal. Os tumores
astrociticos, portanto, se dividem em: tumores de baixo grau, o astrocitoma pilocitico
(tumor benigno de grau I) e o astrocitoma difuso (grau Il) e os tumores malignos e
infiltrativos de alto grau, como o astrocitoma anaplasico (grau lll) e o glioblastoma
(grau 1V) (LOUIS, et al., 2007).

1.1.4) Glioblastoma (GB)

O GB é um tumor astrocitico e de acordo com a OMS ¢é classificado com os
codigos CID 9440/3, 9441/3 e 9442/3 e possui escala de malignidade Grau IV
(LOUIS, et al., 2007). Dados recentes de um estudo epidemiolégico realizado na
populacdo dos EUA entre os anos de 2008 e 2012 descreve que o GB é o terceiro
mais frequente, representando 15,1%, entre todos os tumores primarios do cérebro
e do SNC. GB é o subtipo mais comum dentre todos os tumores malignos do
cérebro e do SNC, e entre os gliomas, com taxas de 46,1% e 55,1%,
respectivamente. Por ano 10.787 novos casos sédo diagnosticados e a taxa de
incidéncia anual, ajustada pela idade, € de 3,2 novos casos a cada 100.000
habitantes.

O GB é mais incidente em homens do em que mulheres e em pessoas de
etnia branca quando comparadas aos afro-americanos, com um risco aumentado de
1,6 vezes e 2 vezes, respectivamente. A sua incidéncia aumenta com a idade sendo
as maiores taxas registradas no grupo de pacientes entre 75 e 84 anos e a idade
meédia de diagnostico em 64 anos. A populacdo acima de 40 anos apresenta uma
taxa de incidéncia anual de 6,96 novos casos a cada 100.000 habitantes (OSTROM,
et al., 2015).

Apos o diagndstico os pacientes com GB apresentam uma taxa de sobrevida
relativa de 15,2% em 2 anos e de 5,1% em 5 anos (OSTROM, et al., 2015). Uma
pequena melhora na sobrevida dos pacientes com GB tem ocorrido ao longo dos



anos, no entanto a sobrevida média dos pacientes adultos é de 9,7 meses (Dados
referentes para a populacdo dos EUA no periodo entre 2005 e 2008, JOHNSON e
O'NEILL, 2012). O GB é um tumor que resulta em baixa sobrevida e o seu
tratamento € ineficaz. Por essa razdo, as pesquisas atuais estdo concentradas na
identificacdo detalhada das alteracbes genéticas responsaveis por sua iniciacao e
evolugdo. As alteracdes reveladas poderdo auxiliar na melhoria do diagnostico,
progndstico e tratamento.

1.1.4.1) Alteracbes genéticas

Como citado anteriormente, uma pequena parte dos pacientes com glioma,
aproximadamente 5%, tém sua carcinogénese ligada as sindromes hereditarias.
Portanto, a maioria dos pacientes se constitui como casos esporadicos, no qual a
transformacao maligna é resultante do acumulo de alteracfes genéticas e regulacéo
diferencial de suas vias de sinalizacdo (ALIFIERIS e TRAFALIS, 2015).

Um estudo (realizado na Suica) em pacientes diagnosticados com GB (entre
os anos de 1980 e 1994) determinou a frequéncia das principais alteracdes
genéticas relatadas anteriormente na literatura e seu efeito na sobrevida dos
pacientes. Das alteragcbes genéticas identificadas no GB, a perda de
heterozigosidade (LOH) 10q, em 69% dos pacientes foi a mais frequente; seguida
por amplificacdo do receptor do EGFR, em 34%; mutacdo em TP53, em 31%;
delecdo em homozigose de p16™**? em 31%; e mutacdo na fosfatase homéloga a
tensina (PTEN), em 24%. A presenca de LOH 10q foi preditiva de uma sobrevida
curta. (OHGAKI, et al., 2004).

PARSONS e colaboradores (2008) sequenciaram 20.661 genes codificadores
de proteinas em amostras de tumores de GB humano e identificaram, na maioria
delas, alteracdes em genes que codificam para os membros de vias de sinalizacao
especificas. As vias alteradas foram a do gene TP53, do retinoblastoma (RB1) e
fosfatidilinositol 3-quinase (PTEN). O grupo detectou uma mutacdo que ainda néo
havia sido descrita no gene IDH1 em 12% dos pacientes. O gene do IDH1 codifica
uma enzima que cataliza a reagédo de carboxilagdo oxidativa do isocitrato em alfa-
cetoglutarato, a mutacdo caracterizada leva a perda de funcdo da proteina pela

mudanca de um aminoacido em sua regido catalitica. Neste estudo, foi observada



uma melhora na sobrevida global dos pacientes que possuiam mutacdo no gene do
IDH1.

O projeto Atlas do Genoma do Cancer (TCGA) tem como objetivo descobrir e
cadastrar as alteracdes do genoma de grupos de pacientes com tumores, utilizando
protocolos de expresséo génica de larga escala, a fim de entender a carcinogénese
da neoplasia analisada, sendo o GB o primeiro tumor investigado. A partir das
alteragcbes encontradas em genes previamente reportados, foi realizado um
mapeamento, em vias de sinalizacdo comums, e outras recém-identificadas,
principalmente quanto a mutacdo, delecdo em homozigose e amplificacdo. Foi
possivel definir trés vias de sinalizacdo altamente desreguladas: a via do RB, do
TP53 e dos Receptores Tirosina Quinase/RAS/PI3K (RTK/RAS/PI3K), com
porcentagens de alteracbes em pelo menos um dos genes integrantes da via de
87%, 78% e 88%, respectivamente. Em 74% das amostras as alteracdes estavam
inclusas nas trés vias, sugerindo que a desrregulacdo observada séo centrais para o
processo de carcinogénese do GB. (Cancer Genome Atlas Research Network.,
2008).

Os dados gerados pelo projeto do TCGA sdo de grande relevancia para
entendimento da progressdo do GB e inicia um novo caminho para as pesquisas
nessa area. VERHAAK e colaboradores (2010) utilizaram esses dados como base
para propor uma classificacdo molecular do GB, reforcando a classificacdo clinica

atualmente vigente.

1.1.4.2) Classificacao clinica

O GB pode ser diferenciado quanto ao seu histérico clinico em dois subtipos
diferentes, os primarios e os secundarios. O tumor diagnosticado apés um curto
periodo do aparecimento dos primeiros sintomas, e sem nenhuma evidéncia clinica
de lesdes precursoras de menor grau sdo denominados primarios ou de novo. Os
pacientes que apresentam evidéncia radiolégica e histopatoldgica de gliomas de
menor grau, geralmente os astrocitomas difusos e os anaplasicos (Grau Il e 1), sdo
conhecidos como secundarios (ONGAKI e KLEIHUES, 2013).

Quando se compara os pacientes com GB primario e secundario é possivel
observar algumas diferencas epidemiolégicas. O GB primario acomete pacientes

com média de idade de 62 anos, enquanto 0s secundarios 0s pacientes mais jovens,



com média de 45 anos. Houve diferenca na sobrevida média apés o diagndéstico dos
pacientes com GB primario e secundario, de 4,7 e 7,8 meses, respectivamente. O
GB secundario possui um menor grau de necrose e é de localizagdo preferencial no
lobo frontal. Os primarios sdo os mais frequentes, representando aproximadamente
95% de todos os GBs (ONGAKI e KLEIHUES, 2005). Histologicamente, os GBs
primérios e secundarios sao idénticos, apresentando diferencas quanto ao seu perfil
genético e epigenético.

Um dos contrastes mais relevantes € a presenca da mutacdo no gene IDH1.
No primeiro relato do aparecimento de mutacdes no gene IDH1 em pacientes com
GB, foi observado que esse evento ocorreu, em maior nimero, nos individuos mais
jovens e em sua maioria diagnosticados com GB secundario (PARSONS, et al.,
2008). Posteriormente, um grande numero de trabalhos foi publicado a fim de
relacionar este gene como potencial marcador molecular de diagnostico. BALSS e
colaboradores (2008) demonstraram que a mutacdo no gene IDH1 acomete 88% de
todos os pacientes com GB secundario, além de possuir uma alta frequéncia em
oligodendroglioma e astrocitoma difuso e anaplasico. Em conformidade, um estudo
publicado por NOBUSAWA e colaboradores (2009) confirmou que a presenca da
mutacao no gene IDH1 é um marcador molecular de diagndstico de GB secundario
mais seletivo e objetivo que o critério clinico, além dessa mutagéo estar associada a
uma melhor resposta ao tratamento. Quando comparamos os dados de incidéncia
do GB secundario, na populacdo doente total, gerados entre o diagnostico clinico
pela presenca da mutacdo em IDH1 ou pelo historico de lesbes precursoras ndo se
encontra diferenca significativa, subindo ligeiramente da faixa de 5% para 9%
(NOBUSAWA, et al., 2009).

Antes da descoberta de que as mutacdes em IDH1 poderiam ser utilizadas
para auxiliar o diagnostico clinico, acreditava-se que tanto o GB primario quanto o
secundario eram originados da mesma populacdo de células precursoras, diferindo
somente quanto ao comportamento clinico e biolégico devido a aquisicdo de
alteracdes genéticas diferentes (OHGAKI e KLEIHUES, 2007). Entre elas,
destacamos a LOH 10g como a alteracdo genética presente tanto nos GBs primarios
quanto os secundarios. Amplificacdo de EGFR, delecéo de p16™“? e mutacdes em
PTEN sao caracteristicas genéticas mais frequentes em GB primarios, enquanto as
mutacOes em TP53 (OHGAKI e KLEIHUES, 2007) e IDH1 (BALSS, et al., 2008) sdo
mais frequentes em GB secundario (Figura 1.1). Atualmente, evidéncias crescentes

apontam que, apesar de suas caracteristicas histolégicas semelhantes, esses



tumores se originam de células precursoras diferentes. Dentre essas evidéncias
destaca-se que os gliomas oligodendrogliais também possuem mutacdo em IDH1.
GB primério e secundario se desenvolvem em pacientes de grupos de idade e sexo
diferentes, ndo se localizam na mesma regido do cérebro e diferem com relacdo a
historia clinica (ONGAKI e KLEIHUES, 2013).
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Figura 1.1. Origem dos glioblastomas (GBs) priméarios e secundarios e suas
principais diferencas quanto ao perfil genético. A figura mostra as alteracbes
genéticas mais frequentes evidenciando a diferenca entre a carcinogénese dos GBs
primarios e secundérios. Adaptado de OHGAKI e KLEIHUES, 2013.

1.1.4.3) Classificagcdo molecular

A classificacdo molecular foi proposta e fundamentada no fato de que a
classificacdo anterior, definida pelos aspectos clinicos, ndo distingue os grupos de
pacientes quanto ao seu perfil genético conhecidamente diferente. Essa nova
classificacdo foi baseada, principalmente, nas alteracdes genéticas e perfis de
expressao diferenciais descritos pelo atlas TCGA, nos genes do Receptor do Fator
de Crescimento Derivado de Plaquetas tipo Alfa (PDGFRA), do EGFR, da
Neurofibromina 1 (NF1) e do IDH1. Foi também levado em consideracéo o perfil de

10



expressao de genes de assinatura, identificando o estagio da neurogénese em que a
célula se encontra (VERHAAK, et al.,, 2010). Um estudo anterior classificou os
glioblastomas em duas subclasses, proneural e mesenquimal, que divergiram
quanto aos seus marcadores e prognoéstico (PHILLIPS, et al., 2006). Portanto, a
denominacéo proposta para os subgrupos atuais levou em consideracao, além dos
genes de assinatura identificados, a classificagdo do estudo anterior. Desta forma os
GBs foram subdivididos em classico, mesenquimal, proneural e neural, e séo
explicados a seguir de forma resumida.

O subtipo classico é definido por uma elavada taxa de amplificacdo do gene do
EGFR, encontrado em 97% das amostras e com niveis aumentados em quatro
vezes em relacdo aos outros subtipos. Outros fatores levados em consideragéo para
essa definicdo foi a presenca de mutacao pontual no gene do EGFR e a variante |l
do gene de EGFR (EGFRuVIII), assim como a delecdo de alguns integrantes da via
do RB. Marcadores de células troncos e precursores neurais sao caracteristicos
desse subtipo. (VERHAAK, et al., 2010).

O subtipo mesenquimal €& caracterizado por niveis de expressdo génica
diminuidos e mutacdes em NF1 (Neurofibromatose tipo 1), totalizando uma alteracao
nesse gene em 53% das amostras. Mutacdes no gene da PTEN também foram
encontradas (VERHAAK, et al., 2010). Um perfil de expressdo de marcadores
mesenquimais anteriormente descrito predominou nesse subtipo (PHILLIPS, et al.,
2006).

As duas principais caracteristicas do subtipo proneural foram as alteracfes em
PDGFRA e muta¢cBes em IDH1. O PDGFRA é encontrado amplificado e em conjunto
com os altos niveis de expressdo do seu gene. A maioria das alteracdes em TP53
do estudo foi descrita para esse subtipo, como a perda de heterozigose e mutacées
pontuais. Houve uma alta expressdo de genes de desenvolvimento
oligodendrociticos (VERHAAK, et al.,, 2010), além da expressdo de genes de
desenvolvimento proneural (PHILLIPS, et al., 2006).

O subtipo neural foi distinguido pela expressdo de marcadores neuronais.
Apesar do diagnoéstico do subtipo neural ter sido confirmado como GB, as amostras
de tecidos normais do cérebro utilizadas no estudo também foram classificadas
como subtipo neural (VERHAAK, et al., 2010).

Quanto as correlacdbes das caracteristicas clinicas para o0s subtipos

moleculares, a maioria dos GBs secundarios foi classificado como proneurais e
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estes acometeram pacientes mais jovens. Houve uma tendéncia a maior sobrevida
para pacientes do subtipo proneural (VERHAAK, et al., 2010).

A definicdo em subgrupos moleculares distintos faz com que os pacientes que
exibem alteracfes nas mesmas vias de sinalizacdo sejam classificados em conjunto
e consequentemente sejam susceptiveis a mesma classe de agentes terapéuticos.
Tal aspecto tem o potencial de facilitar o desenho de estudos de protocolos clinicos

para terapias alvo moleculares.

1.1.4.4) Tratamento

A escolha do melhor protocolo de tratamento depende de alguns fatores, como
o momento do diagndstico, se o tumor foi recentemente diagnosticado ou é recidiva,
e a idade dos pacientes. Para as neoplasias recém-diagnosticadas o protocolo
padrdo se baseia em um tratamento multimodal. Inicialmente o paciente é submetido
a resseccao cirdrgica e posteriormente a radioterapia fracionada e quimioterapia
com temozolamida (TMZ) (Figura 1.2). Este tratamento, da forma como foi descrito,
é fruto de um estudo multicéntrico de fase Il publicado em 2005 (STUPP, et al.,
2005).

- TMZ/RT —p TMZ adjuvante
= concomitante
.g’ - JIITTRITITRT | Ul "4
N e 0 00 0 0
o A YO VY Y T 4 . E - t
S e e e 1 ‘ ' ! : :
0 6 10 14 18 22 26 30 gemanas

nm Radioterapia focal (RT)

[ ] Temozolomida (TM2)

Figura 1.2 Tratamento padrdo administrado para o0s pacientes recém-
diagnosticados com glioblastoma (GB). O procolo se baseia em um tratamento
multimodal, no qual inicialmente o paciente € submetido a ressec¢do cirurgica e
posteriormente a radioterapia fracionada e quimioterapia com temozolamida (TMZ).
Adaptado de HOLDHOFF e GROSSMAN, 2011.
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A resseccao cirurgica geralmente € a primeira abordagem terapéutica realizada
no paciente com GB ap0s o diagndstico. A maior area de extensao do procedimento
operatorio é relacionada ao aumento de sobrevida, buscando sempre preservar a
funcdo neurolégica do paciente (MCGIRT, et al., 2009). Sugere-se que esse
aumento seja devido a reducdo do volume tumoral, o que facilitaria a acdo da
guimioterapia e da radioterapia (KELES, et al., 2004). Infelizmente a cirurgia ndo &
capaz de promover a cura dos pacientes com GB devido ao grande potencial
infiltrativo das células tumorais.

Apos a cirurgia, o protocolo de radioterapia € iniciado. O avanco das técnicas
de radiacdo permite que esta abordagem seja realizada no foco do tumor,
minimizando os efeitos colaterais da radiacdo no tecido cerebral normal.
Geralmente se aplica uma dose total de 60Gy em fracdes diarias de 2Gy, 5 vezes na
semana durante 6 semanas. A radioterapia € aplicada na area do tumor em conjunto
com a margem do tecido aparentemente normal, buscando a inclu¢cdo de potenciais
células tumorais infiltradas (OMAY e VOGELBAUM, 2009).

O quimioterapico TMZ foi aprovado para o tratamento de gliomas malignos
em 1999 e incorporado ao tratamento com cirurgia e radioterapia apos um estudo
clinico multicéntrico realizado por STUPP e colaboradores (2005). Esses autores
demonstraram que quando o quimioterapico foi administrado houve um ganho de
sobrevida de 2,5 meses. A TMZ é um derivado da imidazotetrazina, absorvido por
via oral e com potencial para atravessar a barreira hemato-encefalica (BHE).
Apresenta atividade farmacologica quando hidrolisada in vivo para 5-(3-
metiltriazeno-1-il)imidazol-4-carboxamida (MTIC), o qual age como um agente
alquilante, transferindo radicais metil para a posicdo O° da guanina (NAJMAN e
GADELHA, 2002). O tratamento com a TMZ se inicia com uma dosagem de 75
mg/m? diariamente, ao longo de seis semanas, e de forma concomitante com a
radioterapia. Em seguida, e de forma adjuvante, em doses de 150 mg/m? por cinco
dias para o primeiro ciclo e se bem tolerada aumentada para 200 mg/m? por cinco
dias em intervalos de 28 dias entre os 5 ciclos restantes. Em alguns casos, o
tratamento com a TMZ pode ser extendido por mais de um ano.

O potencial de efetividade do novo protocolo para o tratamento do GB foi
investigado em um estudo que comparou a sobrevida dos pacientes diagnostigados
nos EUA, entre os periodos de 2000 a 2003 (pré-TMZ) e 2005 a 2008 (p6s-TMZ). A
meédia de sobrevida global de todos os pacientes do periodo prée-TMZ foi de 8,1
meses enquanto no periodo pés-TMZ de 9,7 meses. Quando somente 0s pacientes
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tratados com cirurgia e radioterapia foram analisados, a média de sobrevida foi de
12 meses, e de 14,2 meses nos periodos pré e pés-TMZ, respectivamente. O
aumento de sobrevida no periodo ap6s a inser¢cdo da TMZ reforca a importancia
dessa molécula para o tratamento do GB. Sabe-se que a radiacao ionizante possui
um grande beneficio, pois quando analisamos 0s pacientes que ndo receberam esse
tratamento a média de sobrevida é de apenas 3 meses. (JOHNSON e O'NEILL,
2012).

A literatura diverge quanto a real eficacia do tratamento com a TMZ. Alguns
autores questionam o seu uso levando em consideracdo o alto valor do
quimioterapico e o seu real beneficio para o tratamento (LINZ, 2008). Um trabalho
recente demostrou que a TMZ ndo aumenta a sobrevida quando combinada com a
reseccao cirurgica e a radioterapia em pacientes com idade acima de 60 anos (CAO,
et al., 2012).

Outros protocolos quimioterapicos foram implementados e/ou sugeridos, antes
mesmo do advento da TMZ, para o tratamento do GB e podem ser utilizados de
acordo com a escolha da equipe médica. Entre os agentes ativos estéo inclusos as
nitrosuréias: lomustina (CCNU) e carmustina (BCNU), compostos de platina,
irinotecano e combinagdo PCV (Procarbazina, CCNU e Vincristina). No entanto, um
pequeno aumento de sobrevida € relatado com o uso desses protocolos de
guimioterapia e inclusive das nitrosuréias que costumam ser o segundo protocolo
mais utilizado (STEWART, 2002).

Independente da terapia padrdo adotada para o0s pacientes recém-
diagnosticados a recorréncia da doencga € inevitavel, e ocorre em cerca de 6,9
meses (STUPP et al., 2005). Para esses pacientes ndo existe um protocolo de
tratamento estabelecido. A terapia pode incluir uma nova cirurgia, radioterapia,
quimioterapia e participagdo em ensaios clinicos (WEN, 2009). Uma nova cirurgia é
associada com alta morbidade e mortalidade, no entanto pode ser uma opgao para
alguns pacientes com caracteristicas clinicas e histopatologicas especificas. A re-
irradiacdo é efetiva em alguns casos, mas devido aos seus efeitos colaterais a
escolha desse tratamento, na maioria das vezes, nao é adotada pelos oncologistas
(NIYAZI, et al.,, 2011). Novos protocolos como a radiocirurgia tém apresentado
melhora na sobrevida (PATEL, et al., 2009). A quimioterapia baseada em altas
doses de TMZ, a monoterapia com nitrosuréias e o protocolo PCV podem ser
utilizados, porém as abordagens possuem baixa eficacia e uma alta toxicidade
hematolégica (HAPPOLD, et al., 2009 ; SCHMIDT, et al., 2006).
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Os estudos das alteracdes genéticas ampliaram 0 nosso conhecimento sobre
as vias de sinalizacao responséaveis pela malignidade do GB e abriu o caminho para
as terapias alvo-especifica. Diversos ensaios clinicos tém sido realizados e em sua
maioria em pacientes recorrentes visando, principalmente, a inibicdo de RTKs e
suas vias. Esse destaque ressalta a importancia dessa via de sinalizacdo para a
carcinogénese do GB. Inicialmente, o enfoque dos ensaios clinicos foi direcionado
para a monoterapia com o intuito de aumentar a eficacia e diminuir a toxicidade, no
entanto nenhum beneficio foi observado. Com o intuito de reverter a resisténcia
observada com a monoterapia, busca-se a inibicdo de mdultiplas vias de sinalizacao.
Portanto, atualmente, os ensaios clinicos avaliam a efichcia da combinacdo de
diferentes monoterapias e o uso de inibidores mdiltiplos de tirosina quinases.
(SATHORNSUMETEE, et al., 2007). As classes mais comuns de moléculas para o
tratamento alvo-especifico de GB sdo os anticorpos monoclonais e os inibidores de
tirosina quinase (TKI), como o cetuximab, um anticorpo monoclonal para o EGFR
(Ensaio clinico de fase Il, KREISL, et al., 2009) e o gefitinibe, um TKI do EGFR
(Ensaio clinico de fase Il, RICH, et al., 2004).

Apesar dos diferentes protocolos de resgate existentes e o estudo da eficacia
de terapias alvo-especifica em ensaios clinicos, 0s pacientes evoluem
invariavelmente para o 6bito. Essa rapida evolucédo se deve, em parte, a resisténcia
ao tratamento. Dessa forma, o entendimento dos mecanismos envolvidos nesse
processo é de extrema importancia. Além do estudo de novos compostos
antitumorais com uma grande cobertura de modulacdo das vias de sinalizacao

relevantes para o glioblastoma.

1.1.4.5) Resisténcia ao tratamento

A refratariedade ao tratamento do cancer é um dos maiores desafios clinicos
enfrentados no controle dessa doenca. A grande maioria das neoplasias desenvolve
resisténcia ao tratamento em algum momento do curso da doenga e ndo possuem
cura. A resisténcia pode ser compreendida de duas formas, a adquirida e a
intrinseca. Na resisténcia adquirida o paciente apresenta uma resposta inicial ao
tratamento utilizado e uma posterior auséncia de resposta. Enquanto que na
resisténcia intrinseca nenhuma resposta satisfatoria € observada desde o primeiro

contato com o agente terapeutico utilizado (GOLDIE, et al., 2001).

15



O tratamento dos pacientes com GB resistentes € uma tarefa ardua, por se
tratar de um tumor bastante heterdgeneo com limitado mecanismo de reparo e uma
alta complexidade anatdbmica. Como em todos o0s tumores, a resisténcia ao
tratamento no GB é definida por um conjunto de fatores, ou seja, apresenta um perfil
multifatorial. Dentre os mais discutidos pela literatura estdo, o efluxo de drogas, a
presenca de hipoxia intratumoral e de células tronco tumorais, mecanismos de
reparo do dano ao DNA (Acido desoxirribonucléico), e os microRNAs (HAAR, et al.,
2012). As alteracbes observadas na via dos RTKs, nessa neoplasia, também
surgem como um dos fatores responsaveis pela resiténcia a terapia (SQUATRITO e
HOLLAND, 2011).

Um dos mecanismos de escape da célula tumoral ao tratamento € o efluxo
ativo de um grande espectro de quimioterapicos através da membrana plasmatica
por proteinas especializadas. Esse fendmeno, conhecido como resisténcia a
multiplas drogas (MDR), é caracterizado, principalmente, pela superexpressdo de
proteinas da familia de transportadores ABC (ATP Binding-Cassette). Essas
proteinas funcionam como bombas de efluxo dependentes de ATP (adenosina
trifosfato), reduzindo a concentracdo dos quimioterapicos a niveis subletais no
interior da célula. As moléculas mais estudadas dessa familia compreendem a
glicoproteina P (Pgp), a proteina relacionada a resisténcia a multiplas drogas (MRP)
e a proteina de resisténcia em cancer de mama (BCRP). Um estudo em GB
observou altas taxas da proteina MRP em linhagens celulares e amostras tumorais
guando comparadas ao tecido normal (MOHRI, et al., 2000). NOoSSO grupo possui
experiéncia no estudo da MDR em linfomas, leucemias, cancer de mama e com o
GB. Em 2008, DE FARIA e colaboradores avaliaram a expressao das proteinas Pgp
e MRP1 em pacientes do INCA, diagnosticados com gliomas de baixo ou alto grau.
Foi demonstrado que a proteina MRP1 estava presente com maior frequéncia nos
gliomas de alto grau, sobretudo no GB, enquanto a proteina Pgp nos gliomas de
baixo grau. Para um quimioterpico efetuar seu mecanismo de acdo nos gliomas, é
necessario que a molécula tenha a capacidade de atravessar a BHE. As bombas de
efluxo P-gp e Bcrpl sdo umas das responsaveis por reduzir a penetracdo de
quimioterapicos através da BHE. E por essa razdo, alguns trabalhos em GB
reforcam o papel dessas bombas de efluxo como um dos fatores de
quimiorresisténcia (DE VRIES, et al., 2012).

As terapias utilizadas no tratamento dos gliomas, como o0s agentes alquilantes

e a radiacao ionizante, induzem danos ao DNA da célula o que ativa uma cascata de
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sinalizacdo especifica. De forma suscinta, 0 mecanismo se inicia pela ativacdo de
proteinas sensiveis ao dano, como ATM (Ataxia telangiectasia mutatada) e ATR
(Ataxia telangiectasia relacionada a Rad3), que por sua vez fosforilam as quinases
efetoras Chkl (Checkpoint kinase 1) e Chk2 (Checkpoint kinase 2), resultando em
parada no ciclo celular para um possivel reparo e/ou apoptose. A proteina
supressora tumoral p53, ativada por fosforilacdo pelas quinases efetoras, € uma das
responsaveis pelas alteracbes observadas nas células apdés o dano ao DNA.
Quando ocorre a quebra da dupla fita do DNA, geralmente induzida pela radiacao
ionizante, a histona H2AX é fosforilada (y-H2AX) no sitio da lesédo, gerando focos
dessa proteina no DNA. Dessa forma, os focos de y-H2AX s&o considerados um
marcador molecular para a quebra da dupla fita do DNA. Os genes que codificam os
componentes da via de resposta ao dano do DNA estdo frequentemente alterados
nos gliomas, e a perda dos participantes da cascata de sinalizacdo, ATM/Chk2/p53,
aceleram o desenvolvimento tumoral em modelos de glioma em camundongos
(SQUATRITO, et al., 2010). Quanto ao seu papel na resisténcia a terapia, foi
observado que a perda do gene de Chk2 protege as células de glioma da apoptose
induzida pela radiagdo ionizante in vivo, contribuindo dessa forma para a
radiorresisténcia (SQUATRITO, et al.,, 2010). Uma parcela consideravel dos
pacientes com GB, aproximadamente 31%, apresenta o0 gene da p53 mutado
(ONGAKI, et al.,, 2004). A presenca dessa mutagdo em linhagens de GB induz
resisténcia ao tratamento com a TMZ (BOCANGEL, et al., 2002). Os danos ao DNA
causados pelos agentes alquilantes podem ser reparados pela proteina MGMT, uma
vez que sua funcéo é retirar o radical metil inserido pelos quimioterapicos nas bases
do DNA na posicdo O° A atuacdo dessa proteina é o principal mecanismo de
resisténcia aos quimioterapicos alquilantes, e principalmente a TMZ (HEGI, et al.,
2005). O silenciamento génico de MGMT por metilagdo em seu promotor ocorre em
45% dos casos de glioblastoma, sendo um fator independente de progndstico
favoravel, e de predicdo de maior sobrevida apés o tratamento com a TMZ (HEGI, et
al., 2005).

O eixo de sinalizacdo iniciado pela ativagdo dos RTKs, principalmente pelo
EGFR, além de ser um dos fatores essenciais para a iniciagao e a evolucdo do GB,
possui um papel na resisténcia a terapia, por regular a maquinaria de reparo do
dano ao DNA (HATANPAA, et al., 2010 ; SQUATRITO e HOLLAND, 2011). Essa
regulacdo pode ocorrer de forma direta, ou através das suas vias de sinalizacao,
caracterizando uma forma de regulacao indireta (SQUATRITO e HOLLAND, 2011).
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A radiacdo ionizante induz a translocacdo para o nucleo do EGFR, e como
consequéncia o aumento da atividade de proteinas de reparo ao dano (DITTMANN,
et al., 2005), um exemplo de uma regulacéo direta. Em relacdo a regulacéo indireta
muitos trabalhos estdo sendo publicados em GB. Entre eles, um que avaliou a
expressdo do EGFRVvIIl, uma das formas mutantes do EGFR, em GB induzido em
camundongos. Esse estudo mostrou que esta forma mutante confere resisténcia a
radiagcdo pela participagdo da via de PI3K/AKT (Proteina kinase B) no aumento do
reparo do DNA (MUKHERJEE, et al., 2009). Outro grupo, demonstrou que a
sinalizacao induzida pelo EGFR ou pelo EGFRVIII promove os dois maiores tipos de
reparo da quebra da dupla fita do DNA em linhagens de GB, enquanto que a inibicao
das proteinas AKT (proteina kinase B) e MEK/ERK (Proteina regulada por sinais
extracelulares) resulta em uma significativa diminuicdo de um dos mecanismos de
reparo (GOLDING, et al., 2009). Além disso, a elevada expressdo de p-ERK, em
amostras tumorais de pacientes com GB, foi associada com aumento da resisténcia
a radiacéo ionizante (PELLOSKI, et al., 2006). Dessa forma, a reducédo da ativacao
do EGFR ou do PDGFR, por um anticorpo monoclonal ou por um TKI, aumenta a
sensibilidade a terapia com radiacdo ionizante, em tumores de GB induzidos em
camundongos (JOHNS, el al., 2010 ; GENG, et al., 2006). Em relacdo aos outros
tipos de tratamento foi observado que a inibicdo de MEK é capaz de sensibilizar, as
células troncos de GB, a terapia com TMZ através da reducdo da expressdo de
MGMT (SATO, et al., 2011). Pelas razdes expostas, tem sido proposto que para se
alcancar um melhor resultado terapéutico nos gliomas, a inibicdo da via de
sinalizacao induzida pelo EGFR, combinado com as terapias padrdes, pode ser uma
abordagem promissora.

Os microRNAs modulam a expressao génica de forma pos transcricional pela
ligagédo, por complementaridade de base, ao mRNA alvo. Portanto, regulam diversos
processos de uma célula tumoral, inclusive os relacionados a aquisicdo de um
fendtipo de resisténcia a terapia, como o metabolismo de drogas, influxo/efluxo de
drogas, resposta ao dano do DNA, células troncos tumorais, entre outros (GOMES,
et al.,, 2016). A expressao diferencial dessas moléculas no tumor antes do
tratamento tem sido associada com a auséncia de resposta a terapia contribuindo,
portanto, para a resisténcia intrinseca ao tratamento. Em relacdo a resisténcia
adquirida, tem-se observado alteracbes na expressdo dos microRNAs apdés o
tratamento com a radiacao ionizante em muitas neoplasias (DICKEY, et al., 2011), e
inclusive no GB (CHAUDHRY, et al., 2010 ; NIEMOELLER, et al., 2011). No GB, os
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microRNAs que contribuem para a aquisicdo de um fenoétipo de resisténcia atuam
modulando a expresséo génica de bombas de efluxo, vias de reparo ao dano e a via
do EGFR (KOSHKIN, et al., 2013 ; BESSE, et al., 2013). A seguir, destacamos dois
microRNAs envolvidos no processo de aquisi¢ao de resisténcia no GB, e analisados

na presente dissertacao.

1.2) Receptores Tirosina Quinases e a via RAS/RAF/MEK/ERK

A sinalizacdo conduzida por fatores de crescimento e hormonios atuam por
meio de receptores tirosina-quinases, levando a regulacdo da transcricdo génica e
induzindo diversas respostas, como o crescimento, proliferacdo, sobrevivéncia e
diferenciacdo celular, além da angiogénese, migracdo e apoptose. Os RTKs séo
proteinas transmembrana de um Unico segmento, um dominio extracelular de
interacdo com o ligante e um dominio intracelular com atividade enzimatica. A sua
ativacdo ocorre quando dois ou mais receptores se reanem na membrana, formando
dimeros ou oligbmeros mediante a sua aproximacao por um ligante extracelular. Tal
fendbmeno permite um rearranjo do dominio intracelular, que possui atividade tirosina
quinase e fosforila outros dominios. Os residuos fosforilados funcionam como sitios
de ancoramento para a ligacdo de diversas proteinas sinalizadoras, o que
desencadeia a ativacdo de vias de sinalizacdo especificas. Mutacdes nos RTKs e
uma maior ativagcdo de suas vias de sinalizacdo estdo presentes em algumas
doencas, entre elas o cancer (LEMMON e SCHLESSINGER, 2010).

Dentre as diversas caracteristicas que uma célula adquire durante o
desenvolvimento de um tumor, na maioria delas pelo menos uma das alterac6es
citadas acima pode estar presente. A capacidade de manter uma proliferacao celular
descontrolada é uma das caracteristicas adquiridas. Para isso, a célula tumoral pode
produzir e/ou estimular as células normais do estroma a produzir fatores de
crescimento, aumentar os niveis de RTKs na membrana por amplificacdo génica
elou torna-los ativos de forma independente de ligante, através de alteracbes
estruturais nos RTKs por mutacdes em seu gene. Além disso, pode ocorrer uma
ativacdo autbnoma das vias de sinalizagdo estimuladas pelos RTKs, por
amplificacdo das proteinas efetoras e mutacbes ou dele¢cbes das proteinas
reguladoras negativas. (HANAHAN e WEINBERG, 2011).
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No contexto do GB muitos trabalhos foram publicados ao longo dos anos,
reforcando a importancia dos RTKs e de suas vias de sinalizagdo na carcinogénese
e evolucao dessa doenca. As principais vias ativadas por RTKs e que se encontram
desrreguladas no GB, sdo as vias da proteina quinase ativada por mitégenos
(MAPK) -Ras/Raf/MEK/ERK1/2 e a da fosfatidilinositol3’-quinase (PI3K)/AKT/mTOR
(Proteina alvo da rapamicina em mamiferos). Como ja foi dito anteriormente, 88%
das amostras analisadas possuiram alteracbes em pelo menos um dos genes
participantes da via de RTK/RAS/PI3K. Foi encontrado uma taxa de 13% de
amplificacdo em PDGFRA, 4% de amplificacdo no receptor MET, 45% de mutacéo
e/ou amplificacdo no EGFR, 15% de mutagdo em PI3K, 36% de mutacdo e delegcao
em PTEN e 18% de mutacéo e delecdo em NF1 (Figura 1.3).

EGFR PDGFRA MET
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Figura 1.3 AlteracBGes genéticas frequentes na via de sinalizacdo RTK/RAS/PI-
3K. A figura apresenta cada componente da via de acordo com a natureza de sua
alteracdo génica (mutacdo, amplificacdo e delecdo homozigética), bem como a
porcentagem dos pacientes com GB que a alteracdo € encontrada. A cor vermelha
indica alteracbes genéticas ativadoras enquanto a cor azul inativadoras. Altas
porcentagens de alteracbes séo representadas pelo escurecimento do tom de cada
cor. A caixa azul representa a porcentagem das amostras analisadas que possuiram
alteracdes em pelo menos um dos genes participantes da via de RTK/RAS/PI3K.
Adaptado de Cancer Genome Atlas Research Network., 2008.
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Entre todas as alteracdes génicas encontradas nos pacientes com GB, o gene
do EGFR aparece como o mais alterado, seja por mutacdes ou amplificacdes,
podendo contribuir para o crescimento autbnomo das células de céancer, inibicdo da
apoptose, resisténcia ao tratamento, entre outros fenétipos. Na maioria dos casos
em que um paciente possui o gene do EGFR amplificado, pelo menos uma mutacao
em seu gene também esta presente, entre elas a que produz a proteina EGFRVIII,
sendo esta a mais comum. (BRENNAN, et al., 2013). O EGFR é um dos quatro
receptores tirosina quinase da familia dos receptores ErbB, que € constituida pelos
membros ErbBl (EGFR/HERL1), ErbB2 (HER2), ErbB3 (HER3) e ErbB4 (HER4). Os
ligantes extracelulares para o EGFR incluem os fatores de crescimento epidermal
(EGF), o fator de crescimento epidermal ligado a heparina (HB-EGF) e o fator de
crescimento transformador alfa (TGF-a). A mutacdo que produz o EGFRvIl ocorre
através da delecdo dos éxons 2 a 7 do gene do EGFR, presente no braco longo do
cromossomo 7, 0 que leva a uma eliminacdo de 267 aminoacidos do dominio
extracelular e rende um EGFR constitutivamente ativo sem a necessidade de ligante
extracelular. Um aumento da proliferacdo é observado em células transfectadas com
ambos os gene do EGFR, o selvagem e o da variante lll, tal evento promove a
heterodimerizacdo desses receptores e posterior trans-fosforilacdo (LUWOR, et al.,
2004). O aumento da expressdo do EGFRUvIII na presenca da amplificacdo em seu
gene € um indicador de pior progndstico (SHINOJIMA, et al., 2003). Em células de
GB, a expressdo do EGFRUVIIl resulta em aumento da transcricdo de genes de
muitos ligantes extracelulares, entre eles o TGF-a e o HB-EGF, caracterizando uma
ativacdo autdcrina e paracrina desta via de sinalizacdo (RAMNARAIN, et al., 2006).
A amplificacdo dos genes dos RTKs no GB é caracterizada como um evento tardio,
e ocorre de uma forma heterogénea, ou seja, cada subpopulacdo do tumor pode
possuir amplificagcdes em diferentes RTKs, sendo conhecido como uma amplificacao
em mosaico (SNUDERL, et al., 2011).

As alteracdes descritas nos RTKs induzem uma maior ativagdo de suas vias
de sinalizacdo, entre elas destacamos a via das MAPKs por ser alvo de nosso
estudo. Apos a autofosforilagdo desses receptores em aminoacidos especificos,
proteinas adaptadoras se acoplam, e ocorre a ativagcdo de outra proteina
denominada Ras (homologo ao oncogene viral v-Ha-ras de sarcoma de rato),
pentencente a familia das GTPases monoméricas. A regulacdo de Ras fica por
conta de duas classes de proteinas, que alteram entre o seu estado ativo e inativo,

como o seu regulador negativo que aumenta a velocidade de hidrélise do GTP pela
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Ras, tornando-a inativa. A proteina Ras é um transdutor de sinal que quando ativo
(ligado ao GTP) transmite sinais para uma cascata de serinas e treoninas kinases
(MAP-quinases), conhecidas como Raf (RAF proto-oncogene serina / treonina-
kinase), Mek e ERK (Proteina regulada por sinais extracelulares). Como um evento
final a ERK entra no nucleo e fosforila proteinas reguladoras de genes. (YANG, et
al., 2013) O gene de NF1 que codifica um regulador negativo da ativacdo de Ras,
como destacado anteriormente, apresenta uma taxa de 18% de mutacdo e/ou
delecdo, sendo o gene mais alterado da via das MAPKs, seguido pelos RTKs
(CANCER GENOME ATLAS RESEARCH NETWORK., 2008). As alteragcbes menos
frequentes nessa via de sinalizacdo, apresentam taxas de 1% e 2% de amplificagcéo
ou mutacdo nos genes RAS e BRAF, respectivamente (BRENNAN, et al., 2013). A
modulacdo da expressdo de KRas em camundongos permitiu inferir que a sua
expressao € essencial para a manutencdo da proliferacdo tumoral in vivo, enquanto
a sua inibicdo induz uma regrecao do tumor por apoptose e aumento de sobrevida
(HOLMEN e WILLIAMS, 2005). Outro estudo demonstrou que a expressdo de um
mutante de Raf-1 (RAF proto-oncogene serina / treonina-kinase) constitutivamente
ativo induz formacdo de gliomas em camundongos similares aos formados pela
KRas ativa, o que indica que a ativacao de Raf e a sinalizacdo por meio da via das
MAPKSs é importante para o efeito oncogénico de KRas na formacao dos gliomas
(LYUSTIKMAN, et al., 2008). Além de ter encontrado aumento dos niveis da
proteina Raf-1 e BRaf e da atividade quinase de Raf em amostras de GB humanas
(LYUSTIKMAN, et al., 2008). Analise por imunohistoquimica em pacientes com GB,
da expressado de p-MAPK, revela que a elevada expressao € um fator prognéstico
independente de baixa sobrevida (PELLOSKI, et al., 2006).

As baixas taxas de alteragbes génicas em membros da via das
RAS/RAF/MEK/ERK em pacientes com GB, indica que o aumento de sua
sinalizacdo no GB é devido, principalmente, a superexpressao e/ou a superatividade
dos RTKs, principalmente o EGFR e o PDGFR. Portanto, a ativacdo permanente
dessa via é importante para a carcinogénese do GB, sendo assim motivo de estudos
clinicos e pré-clinicos na geracdo de novas terapias alvo especificas. (LO, 2010). A
maioria dos testes clinicos em pacientes com GB utilizando terapias alvo especifico,
inclusive que atuem sobre a via dos RTKs e em seu préprio receptor, nao
apresentaram resultados satisfatorios. Por isso, o que se tem buscado é a
combinacao de diferentes terapias alvo, com o intuito de gerar um maior espectro de

inibicdo nos eixos sinalizadores desrregulados. Além da pesquisa de novas
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moléculas com um maior espectro de inibicdo e com o potencial de tornar-se uma
futura modalidade de tratamento. Entre essas moléculas, os microRNAs se
destacam.

1.3) microRNAs

O primeiro microRNA foi descoberto em 1993 no nematédo Caenorhabditis
elegans no qual foi relatado que o gene lin-4 transcreve pequenos RNAs com
complementariedade de base aos mMRNAs (LEE, et al., 1993), conhecidos
posteriormente como pequenos RNAs nao codificantes (ncRNA, do inglés non-
coding RNA). Ao longo dos anos esse pequeno ncRNA foi considerado especifico
aos vermes para o controle da expressao de genes codificantes. Sete anos depois,
REINHART e colaboradores (2000) demonstraram que outro gene do C. elegans, o
let-7, também transcrevia pequenos NncRNAS e que estes eram capazes de interagir
com a regidao 3’ do mRNA, regulando negativamente a expressao génica. Esta
descoberta estimulou os cientistas a procurarem outros ncRNAs e em 2001, trés
grupos independentes os identificaram, agora chamados de microRNAS, em outros
organismos vertebrados e invertebrados (LAU, et al., 2001 ; LEE e AMBROS, 2001 ;
LAGOS-QUINTANA, et al., 2001). Os microRNAs tem sido descobertos em todas as
espécies de plantas e animais e a ultima versdo do banco de dados de microRNAs
(http://www.mirbase.org/), langado em junho de 2014, apresenta um catalogo de
2.588 microRNAs maduros em humanos (KOZOMARA e GRIFFITHS-JONES,
2014).

Os microRNAs possuem de 19 a 25 nucleotideos e sédo definidos como RNAs
nao codificantes de fita simples gerados a partir de transcritos endégenos em forma
de grampo. Eles regulam negativamente a expressdo génica no nivel pos-
transcricional pelo reconhecimento de sitios complementares na regiao 3’ dos
MRNAs alvos (DI LEVA, et al., 2014). Abordagens computacionais e experimentais
indicam que um unico microRNA pode reprimir, em média, mais do que 100 mRNAs.
Além disso, mais de 60% dos genes que codificam proteinas humanas estdo sob
presséao seletiva para manter os sitios de ligacdo com os microRNAs (FRIEDMAN, et
al., 2009). Essas moléculas surgem como um dos reguladores da expressao génica

mais abundantes, possuindo um grande impacto em diversos processos celulares e
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estando alterados em patologias como o cancer (DI LEVA, et al., 2014 ; LEE e
DUTTA, 2009).

1.3.1) Organizacdo gendmica, biogénese e funcéo

Com base na sua organizagdo gendmica, os microRNAs podem ser divididos
em duas classes: os microRNAs intergénicos que sao unidades transcricionais
independentes localizados entre os genes, e 0s microRNAs intragénicos que sao
localizados dentro de genes e sado transcritos na mesma orientacdo destes. Os
intragénicos, na sua grande maioria, sédo localizados dentro de introns, entretanto
uma pequena porcentagem localiza-se em éxons. Mais que 50% dos genes de
microRNAs sdo organizados em clusters e nesse caso podem dar origem a dois ou
mais microRNAs maduros. (DI LEVA, et al., 2014).

A biogénese do microRNA pode seguir um processamento candnico que
comeca no nucleo e termina no citoplasma e é composto de quatro eventos:
transcricdo, clivagem, exportacdo nuclear e uma nova clivagem (Figura 1.4A).
Primeiro, os genes dos microRNAs séo transcritos pela RNA polimerase Il em
precursores primarios, chamados pri-miRNA, que possuem um CAP na regido 5
terminal e é poliadenilado na regidao 3’ terminal de forma similar aos mRNAs. O pri-
miRNA sofre uma primeira clivagem ainda no nudcleo pelo heterodimero
Drosha/DGCRS liberando um miRNA precursor ou mais, no caso dos clusters, (pre-
mMiRNAS) que possui uma estrutura na forma de grampo. DGCR8 é uma proteina
ligadora de RNA de dupla fita que reconhece o sitio préximo da estrutura em forma
de grampo do pri-miRNA e posiciona o sitio catalitico da endonuclease RNAse tipo
[l Drosha. A exportina 5 reconhece sitios do pre-miRNA e é responsavel por
exporta-lo do nucleo para o citoplasma. Por fim, ha uma segunda clivagem pela
endonuclease RNAse Il Dicer, que libera uma estrutura miRNA de fita dupla sem o
grampo (duplex miRNA). O duplex miRNA se associa a proteinas formando um
complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC), uma das fitas permanece no
complexo RISC (agora chamado de miRNA maduro) e a outra fita € degradada. (DI
LEVA, et al., 2014).

Outra via de processamento além da via canbnica tem sido descrita e pode ser
chamada de miRtrons (Figura 1.4B). Essa via gera um pre-miRNA sem sofrer a

etapa de transcricdo e a primeira clivagem. Esse processamento se d& por splicing
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de introns que apresentam um potencial de formar grampos. O produto do splicing
nao é linear e sim em forma de lago no qual a regido terminal 3’ esta ligada a regido
terminal 5’. Apds o processamento pela enzima Lariat debranchase o intron adota a
estrutura de grampo caracteristica dos pre-miRNA e segue as etapas posteriores
descritas na via canénica (WESTHOLM e LAI, 2011).

Como citado anteriormente, os microRNAs sao capazes de se parear na regiao
3’ do mRNA e podem levar tanto a inibigdo da tradugdo, quanto a sua degradagéo.
Quando esse pareamento é imperfeito ocorre somente a inibicdo da traducdo sem
alterar os niveis de mRNA. Contudo, quando o pareamento for perfeito o complexo
RISC ira promover a clivagem do mRNA. (Figura 1.4A). Os mecanismos de clivagem
do mRNA pelo microRNA ainda ndo foram esclarecidos completamente e portanto
necessitam de mais estudos (DJURANOVIC, et al., 2011).

mirtron locus miRNA gene
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Figura 1.4 Vias de biogénese dos microRNAs e o seu mecanismo de agao. A
figura representa a via canonica de formagéo dos microRNAs e 0 seu mecanismo de
acao (A), bem como as diferencas entre as duas vias de biogénese dos microRNAs:

a via canodnica e a geracao dos miRtrons (B). Adaptado de NAQVI, et al., 2009.
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1.3.2) microRNAs e o cancer

Os microRNAs sao aberrantemente expressos em uma variedade de
neoplasias. O primeiro exemplo descrito foi o miR-15a e o -16-1, clusters de
microRNA localizados no locus 14 contido no braco longo do cromossomo 13
(13914), uma regido frequentemente deletada na leucemia linféide crénica e outras
neoplasias (CALIN, et al., 2002). Um estudo que diminuiu a expresséo de todos os
microRNAs, pela delecdo génica de sua maquinaria de processamento, demonstrou
que este processo favorece a transformacdo celular e a tumorigénese in vivo
indicando que as alteragées dos microRNAs encontradas nas neoplasias podem ser
uma das causas para a iniciacdo do tumor (LAMBERTZ, et al., 2010). Os
mecanismos pelo qual a expressdo dos microRNAs podem ser alterados no cancer
sdo: anormalidade gendmica, fatores epigenéticos, regulacéo transcricional e pos-
transcricional (etapas de processamento) (LEE e DUTTA, 2009). Os genes dos
microRNAs sdo frequentemente localizados em sitios frageis, como em regides
comuns para a perda de heterozigosidade, amplificacdo ou com pontos de quebra
(CALIN, et al., 2004). Estas regifes séo associadas ao cancer e, portanto, tornam o
estudo dessas moléculas essenciais para o melhor entendimento do processo de
carcinogénese.

De acordo com o conjunto de genes regulados, os microRNAs podem ser
classificados como oncogénicos ou supressores tumorais. Os oncogénicos
geralmente estdo aumentados em uma célula de céncer, e contribuem para a
carcinogénese pela inibicAo dos genes supressores tumorais. Os supressores
tumorais previnem o desenvolvimento do cancer pela inibicdo dos oncogenes, e
frequentemente estédo diminuidos. (SHENOUDA e ALAHARI, 2009).

Pelo fato dos microRNAs estarem diferencialmente expressos entre as
neoplasias, ou entre os graus de uma mesma neoplasia, os estudos tém focado no
possivel papel dessas moléculas como biomarcadores de digndstico, progndstico e
resposta a terapia (HAYES, et al., 2014). Como ja foi dito, o microRNA possui um
grande espectro de regulacdo da expressdo génica, pois uma unica molécula pode
alterar a expressao de centenas de genes, podendo contribuir para a aquisicdo das
caracteristicas de uma célula cancerosa. Portanto, os microRNAs apresentam-se
como uma abordagem terapéutica relevante (HAYES, et al., 2014). Descrevemos a
seguir e com mais detalhes os microRNAs analisados na presente dissertacao, o
miR-125b e 0 miR-7.
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1.3.2.1) microRNA-125b

A familia do miR-125 esta envolvida em uma variedade de carcinomas e outras
doencas (SUN, et al., 2013). Em humanos, a familia do miR-125 é composta por trés
homologos, o miR-125a, 0 miR-125b-1 e 0 miR-125b-2. O miR-125b, alvo de nosso
estudo, pode ser transcrito em dois loci diferentes, diferindo apenas quanto ao pri-
microRNA, apresentando o0 mesmo microRNA maduro. O miR-125b-1 é transcrito na
regido 23 do braco longo do cromossomo 11 (11g23) e o miR-125b-2 na regido 21
do braco longo do cromossomo 21 (21g21) (RODRIGUEZ, et al., 2004).

O miR-125b em niveis aumentados por expressao retroviral, pode atuar como
um supressor tumoral, por exemplo, em linhagens de cancer de mama pela inibigéo
da traducdo de proteinas oncogénicas, como ErbB2 e ErbB3 (SCOTT, et al., 2007).
De outra maneira, pode atuar como um oncomiR, quando se encontra
superexpresso, regulando negativamente proteinas pro-apoptéticas em céancer de
prostata (SHI, et al., 2011) e no GB (XIA, et al.,, 2009). Diversos trabalhos
demonstram a relagcdo do microRNA-125b com a resisténcia a terapia, sendo até um
marcador de quimiorresisténcia em cancer de mama (WANG, et al., 2012).

Dentre os microRNAs que regulam o eixo da p53, o microRNA-125b ganha
destaque, por regular 20 alvos da via de p53, incluindo as proteinas pro-apoptoéticas,
como a Bakl (Assassino 1 antagonista de Bcl-2) e a PUMA (P53 upregulated
modulator of apoptosis), e a propria p53 (LE, et al., 2011). A superexpressao do
microRNA-125b em embrides de zebrafish inibe a morte por radiacao ionizante e,
em células de neuroblastoma leva a diminuicdo do mRNA de p21, p53 e bax
(Proteina x associada a Bcl-2), protegendo essas células do H-7, um indutor
apoptotico (LE, et al., 2009). O microRNA-125b também confere quimiorresisténcia
através da reducao dos niveis da proteina pro-apoptética BAK1 em cancer de mama
(ZHOU, et al., 2010) e de ovério (KONG, et al., 2011). Em GB trés trabalhos se
destacam: o primeiro demonstra que a superexpressdo do microRNA-125b promove
a proliferacdo de células de glioma e inibe a apoptose induzida pelo acido trans-
retindico (XIA. et al., 2009). O segundo mostra que a diminuicdo da expressdo do
microRNA-125b seguida pelo tratamento com TMZ sensibiliza as células tronco de
GB a este tratamento, através das proteinas da via mitocondrial da apoptose, pela
diminuicdo da proteina anti-apoptotica Bcl-2 (B- cell lymphoma 2) e aumento da
proteina pro-apoptética Bax (SHI, et al., 2012). O ultimo refor¢a a ideia de que o

microRNA-125b tem um papel oncogénico no GB, pois promove a proliferacao
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celular e inibe a apoptose, além de ser mais expresso em gliomas com maior grau
de malignidade (WU, et al., 2013).

1.3.2.2) microRNA-7

A identificagdo do microRNA-7 foi realizada em 2001, por LAGOS-QUINTANA
e colaboradores. Em humanos, a sequéncia do micro-RNA-7 maduro consiste de 23
nucleotideos, e € o produto da transcricdo de trés loci diferentes. O miR-7-1,
localizado em uma regido intrénica do locus 21, contido no bragco curto do
cromossomo 9 (9921); o miR-7-2, localizado em uma regido intergénica do locus 26,
contido no brago curto do cromossomo 15 (15g26); e 0 miR-7-3, localizado em uma
regido intrénica do locus 13, contido no braco curto do cromossomo 19 (19g13)
(HORSHAM, et al., 2015b). Esse microRNA pode ser regulado tanto no nivel
transcricional, quanto pos-transcricional. Até o momento foram descritos trés fatores
de transcricdo regulando positivamente, no nivel transcricional, a expressao do
promotor de miR-7 e um fator regulando negativamente (HORSHAM, et al., 2015a).
Um estudo em linhagem de céancer de pulmao, relatou que o fator de transcricdo c-
Myc (Homélogo de Oncogene viral v-myc de mielocitomatose) estimula a producéo
do microRNA-7, através da ativacao de transcricdo do promotor do miR-7-1 (CHOU,
et al., 2010). Em célula de cancer de mama o fator de transcricdo FOXP3 (do inglés,
transcription factor Forkhead box P3), quando induzido aumenta a expressao do
microRNA-7, possivelmente pela ativacdo da transcricdo, através da ligacdo em
regibes génicas préximas aos locus do miR-7-1 e do miR-7-2 (MCINNES, et al.,
2012).

ZHAO e colaboradores, em 2015, revisaram 0 assunto e descreveram 0S
tipos de cancer em que o miR-7 é relacionado, e os alvos regulados pelo mesmo. O
micro-RNA-7 foi descrito em 18 tipos diferentes de cancer, entre eles somente em
dois possui uma funcdo de oncogene, enquanto nos demais a sua funcéo € de
supressor tumoral. A principal via oncogénica suprimida por essa molécula, € a via
dos RTKSs, sendo descrito regulando duas proteinas inibidora da apoptose. (ZHAO,
et al., 2015). Portanto, por ser um microRNA supressor tumoral, encontra-se
regulado negativamente na maior parte das neoplasias.

Os trabalhos publicados em céncer com o miR-7 evidenciam principalmente

uma supressao de oncogenes, nas mais diversas vias de sinalizagdo, modulando,
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portanto, vias de proliferacdo, invasdo, metastase, controle do ciclo celular e
apoptose (GU, et al., 2015). Entre outros RTKs, a via de sinalizacdo do EGFR é
regulada pelo micro-RNA7 em multiplos niveis, modulando a expressédo, de forma
direta, do EGFR e de Rafl e de forma indireta, da proteina MEK, em linhagens de
cancer de pulmédo, mama e GB (WEBSTER, et al., 2009). Em relacdo a modulacao
da apoptose, somente dois trabalhos foram publicado. O primeiro, induziu 0 aumento
da expresdo do miR-7 em linhagens de céancer de pulmao, reduzindo os niveis de
forma direta da proteina anti-apoptotica Bcl-2, mecanismo este envolvido na
supressédo do crescimento e inducéo de apoptose observada nesse modelo (XIONG,
et al., 2011). O segundo utilizou a mesma abordagem em células de cancer cervical,
e observou uma reducdo da proteina inibidora de apoptose XIAP (Inibidor de
apoptose ligado ao X) (LIU, et al., 2013).

O padrao de expressao do microRNA-7 no cérebro sadio varia de acordo com
a regiao, apresentando uma alta expressao no hipotalamo e na glandula pituitéria,
enquanto em outras regides o padrdo de expressdo é baixo (HORSHAM, et al.,
2015b). Em GB foi observado um menor nivel de expressdo quando comparado ao
tecido normal (VISANI, et al., 2014). A andlise de 752 microRNAs em soro de
pacientes com GB através da técnica de microarray, e posterior validacdo, revelou
gue 6 microRNAs apresentam a sua expressao diferenciada, quando comparado ao
soro de individuos normais. Dentre esses, 0 miR-7 exibiu uma baixa expressao em
soro de pacientes com GB. (DONG, et al., 2014).

Os trabalhos publicados envolvendo o miR-7 e o GB, descreve essa molécula
como um supressor tumoral reduzindo o crescimento, metastase e invasdo tumoral,
principalmente pela regulacdo da via de EGFR. Essa regulacdo ocorre através da
ligacdo do miR-7 na regido 3’-UTR (do inglés, 3'-untranslated region) do mRNA de
EGFR diminuindo a expressdo de sua proteina, e de forma indireta reduzindo a
fosforilacdo de AKT e ERK (KEFAS, et al.,, 2008 ; WANG, et al., 2013). Essa
abordagem reduz a viabilidade e a invasividade nas linhagens de GB (KEFAS, et al.,
2008), além de induzir morte celular por apoptose, e inibir a proliferacdo celular, a
migracéo e a invaséao celular (WANG, et al., 2013). Foi relatado ligagdo do miR-7 na
regidao 3-UTR do mRNA de PI3K e RAF1, reduzindo de forma indireta os niveis
proteicos de EGFR e o nivel de fosforilagdo da AKT e da MEK, o que inibe o
crescimento celular e induz parada no ciclo celular em linhagem de GB (LIU, et al.,
2014a). Por fim, os niveis de fosforilagdo de ERK e AKT também foram reduzidos
apos o aumento da expressdo de miR-7. Entretanto nesse trabalho a regulacéo
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ocorreu na regiao 3’-UTR do mRNA FAK (Kinase de adeséo focal), resultando em
um fenotipo de inibicdo da invasdo e da atividade migratéria em linhagens de GB
(WU, et al.,, 2011). O papel do miR-7, como um supresor tumoral de GB, foi
confirmado in vivo. O aumento da expressdo de miR-7 em camundongos, inibiu o
crescimento (WANG, et al., 2013 ; BABAE, et al., 2014 ; LIU, et al., 2014a), reduziu
0s nodulos metastaticos (WANG, et al., 2013), e reduziu a angiogénese (BABAE, et
al.,, 2014), de xenotransplantes de GB. miR-7 inibe a proliferacdo de células
endoteliais vasculares pela reducdo de RAF1 através da ligacdo em seu mRNA, tal
evento explica o potencial do miR-7 de regular a angiogénese (LIU, et al., 2014b).
Além dos efeitos descritos anteriormente, alguns trabalhos relacionam a
presenca do miR-7 com a aquisicdo de um perfil de sensibilidade a terapia. Em um
painel de linhagens de céancer humano com sinalizacdo aumentada de EGFR,
laringe, mama, pulméo e GB, quando a expressdo do miR-7 foi induzida houve a
atenuacdo da ativacdo dessa via, além da inducdo de sensibilidade a terapia com
radiacdo ionizante (LEE, et al., 2011). De uma forma semelhante, 0 miR-7 também
foi descrito sensibilizando as células de cancer de cabeca e pescoc¢o ao tratamento
com erlotinib, um inibidor de EGFR (KALINOWSKI, et al., 2012). Outro estudo
verificou que células de cancer de pulmdo de ndo pequenas células tratadas com
paclitaxel (LIU, et al., 2014). O miR-7 modulou a quimiorresisténcia através da
regulacao direta da bomba de efluxo de drogas MRP1 (LIU, et al., 2015). O acumulo
de evidéncias permite dizer que o miR-7 € promissor como um possivel marcador de
resisténcia a terapia e de progndéstico. Além disso, o reestabelecimento da sua
expressdo em GB surge como uma abordagem terapéutica vantajosa, devido ao

grande espectro de inibicdo em vias essenciais da carcinogénese dessa doenca.

1.4) Novo composto sintético com atividade antitumoral

Considerando que o tratamento do GB é insatisfatorio, torna-se imprescindivel
a investigacdo de novas drogas com atividade antineoplasica visando uma maior
sobrevida para os pacientes. Desta forma, é importante levar em consideracdo no
estudo dos novos compostos em GB, se estes modulam as vias alteradas e
envolvidas na patogénese dessa doenca.

Nesse contexto, o laboratorio de Quimica Bio-organica, do Instituto de
Pesquisas de Produtos Naturais (IPPN) da Universidade Federal do Rio de Janeiro
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(UFRJ), sob a coordenacao do Prof. Paulo R.R. Costa, e o Laboratério de Sintese
Organica da Pontificia Universidade Catodlica (PUC) coordenado pela Profa. Camila
D. Buarque, vem trabalhando na sintese de compostos antineopléasicos baseados
em pterocarpanos (DA SILVA, et al., 2002 ; NETTO, et al., 2009 ; NETTO, et al.,
2010 ; SALUSTIANO, et al., 2010), aza-pterocarpanos e seus analogos deoxi
(BUARQUE, et al., 2011 ; BUARQUE, et al., 2014).

No momento, trés laboratorios estdo envolvidos no estudo da atividade
antitumoral dos novos compostos sintéticos, visando tanto o entendimento do
mecanismo de acdo dos compostos ja estabelecidos quanto a analise do potencial
antitumoral de novas moléculas. O Prof. Paulo R. R. Costa e a Profa. Vivian M.
Rumjanek lideram dois laboratérios da UFRJ e a Profa. Raquel C. Maia lidera o
Laboratério de Hemato-Oncologia Celular e Molecular (LHOCM) do INCA, grupo no
qual este trabalho esta inserido. Os estudos nesses laboratorios abrangem diversos
tipos de neoplasias, incluindo gliomas, céncer de mama, cancer de pulméo e
leucemias.

A primeira molécula que ganhou destaque foi a pterocarpanoquinona, LQB-
118. Este composto, possui efeito antitumoral em linhagens de céncer de pulméao
(NETTO, et al., 2010), linhagens e amostras de paciente de Leucemia mieloide
cronica (LMC) (MAIA, et al., 2011 ; DE FARIA, et al., 2015) e Leucemia mieloide
aguda (LMA) (DE SOUZA REIS, et al., 2013 ; NESTAL DE MORAES, et al., 2014), e
em linhagens de cancer de prostata (MARTINO, et al., 2014). Além do seu efeito
antineoplasico, possui também efeito antiparasitario in vitro (PORTES Jde, et al.,
2012 ; RIBEIRO, et al., 2013) e in vivo (DA CUNHA-JUNIOR, et al., 2011 ; COSTA,
et al., 2014). O composto LQB-118 apresenta um grupamento para-quinona em sua
estrutura que, em contato com a célula, sofre biorreducdo, gerando bio-alquilantes
intermediarios ou espécies reativas de oxigénio, sendo este processo um dos
responsaveis pela toxicidade causada pelo LQB-118 nas células tumorais e nos
parasitas (DE SA BACELAR, et al., 2013 ; RIBEIRO, et al., 2013).

O composto, 11a-N-Tosil-5-deoxi-pterocarpano, denominado LQB-223 (Figura
1.5), também vem sendo estudado pelos mesmos grupos de pesquisadores. Esse
composto possui um grupamento N-tosil ou Aza (NCH3CgH4SO,) em um de seus
anéis de carbono. E pode ser reconhecido pela fusdo dos benzocarbazois com a
sulfonamida. Alguns estudos demonstram que compostos contendo o radical
sulfonamida possuem potencial citotoxico em linhagens tumorais pela inibicdo de
RTKs (WINUM, et al., 2012 ; LUO, et al., 2011).
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Figura 1.5 Estrutura molecular do novo composto sintético LQB-223. O 11la-N-
Tosil-5-deoxi-pterocarpano, LQB-223, é representado nessa figura quanto a sua

estrutura moleculas.

O artigo que descreve a sintese do LQB-223 demonstrou que esse composto
apresenta atividade antineoplasica e anti-leishmania in vitro (BUARQUE, et al.,
2011). Linhagens leucémicas com perfil MDR também foram sensiveis ao LQB-223
(BUARQUIE, et al., 2014). Este composto possui atividade antimalarial em modelo de
camundongo Swiss infectado com Plasmodium berghei quando administrado
oralmente (CORTOPASSI, et al., 2014). Além disso, ndo induziu toxicidade para
células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de individuos saudaveis
(BUARQUE, et al., 2011) e células do sistema imune retirados do baco de
camundongos Swiss e colocadas em cultura (BUARQUE, et al., 2014). Ressalta-se a
sua acdo em linhagens com perfil MDR, cujos resultados ndo publicados do nosso
grupo, demonstram que o LQB-223 apresenta efeito em linhagens resistente ao
quimioterapico citarabina em LMA e ao quimioterapico doxorrubicina em céncer de
mama.

Em relacdo ao seu mecanismo de acdo, o LQB-223 induziu parada na fase
G2/M do ciclo celular em linhagens leucémicas com perfil MDR (BUARQUE, et al.,
2014). Nosso grupo também verificou este efeito em linhagens celulares de cancer
de mama e leucemias de origem mieldide e linféide (Dados n&o publicados). No
cancer de mama os resultados indicam que a parada na fase G2/M do ciclo celular
apresenta mecanismos dependentes e independentes da ativacdo de p53 pelo fato

do efeito ter sido observado em linhagens com o gene TP53 selvagem e mutado.
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Nosso grupo vem estudando o efeito de ambas as moléculas descritas em
trés linhagens celulares de GB, com diferentes perfis de mutacdes, avaliando a
induc&o de morte celular e a relacédo entre os microRNAs e vias de sobrevivéncia e
proliferacdo. O estudo com o LQB-118 vem sendo conduzido por Bernardo P.S., e
os dados indicam que a molécula induz apoptose em linhagens celulares de GB via
a inibicdo das vias de PI3K e MAPK e aumento dos niveis de expressdo do
microRNA-210, além de possuir um efeito sinérgico quando combinado com a
radiacdo ionizante.

A presente dissertacdo estuda a nova molécula, 1la-N-Tosil-5-deoxi-
pterocarpano, o LQB-223, quanto ao seu efeito antitumoral e o possivel mecanismo
de acao em linhagens de GB, com diferentes perfis de resisténcia a terapia.
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2) OBJETIVOS:

2.1) GERAL

Caracterizar o perfil de radiorresisténcia e avaliar o efeito antitumoral e o
mecanismo de a¢do do novo composto sintético, 11a-N-Tosil-5-deoxi-pterocarpano,
LQB-223 em linhagens celulares derivadas de GB.

2.1) ESPECIFICOS

e Verificar o perfil de radiorresisténcia nas linhagens de GB T98G e Al72
mediante exposicao a radiacao ionizante;

e Avaliar a expressdo do microRNA-125b, na linhagem de GB U251, mediante
exposicdo a radiacao ionizante;

e Avaliar a morfologia celular das linhagens U251, A172 e T98G de GB apoés a
incubacdo com o composto LQB-223;

e Analisar a viabilidade celular e a formacdo de colbnias das linhagens de GB
apos a incubacédo com o composto LQB-223;

e Verificar o perfil do ciclo celular e a fragmentacdo do DNA nas linhagens
T98G e A172 ap6s a incubacédo com o composto LQB-223;

e Avaliar a morte celular por apoptose e a quebra da dupla fita do DNA nas
linhagens de GB incubadas com o composto LQB-223;

e Avaliar a expresséo das proteinas da via das MAP kinases ERK1/ERK2 e do
perfil de expressdo dos microRNAs em linhagens de GB incubadas com o
composto LQB-223.
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3) DESENHO EXPERIMENTAL:

Estudo da
resposta ao
tratamento

Linhagens celulares
U251, T98G e A172

Radiacao

ionizante

Novo composto LQB-223

Estudo da
radiorresisténcia

Expressao
microRNA
gRT-PCR

Morfologia celular
Fotomicrografia

Mecanismo de agao

Viabilidade celular
Ensaiode MTT

Expressao de
proteinas
Western blotting

Formacgao de
colonias
Ensaio clonogénico

Ciclo celular e
Fragmentacao do
DNA
Incorporagao de PI -
Citometria de fluxo

Expressao
microRNAs
qRT-PCR

Apoptose
Ensaio de Anexina
V/PI -
Citometria de fluxo
Western blotting

Figura 3.1. Fluxograma ilustrando o desenho experimental do estudo.
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4) MATERIAIS E METODOS

4.1) Perfil e manejo das linhagens celulares de GB

O presente estudo utilizou trés linhagens celulares derivadas de GB humano
que possuem caracteristicas moleculares distintas: as linhagens U251, T98G e
Al172. A linhagem U251 possui os genes TP53, EGFR e PTEN mutados, a T98G os
genes TP53 e PTEN mutados e o EGFR selvagem, enquanto que a linhagem A172
possui 0s genes PTEN mutado e TP53 e EGFR selvagens. As linhagens encontram-
se estocadas em nitrogénio liquido no banco de células do LHOCM, livres de
micoplasma, e com perfil de repeticdo curta em tandem (STR) compativel com o
American Type Culture Collection (ATCC).

Para os experimentos, inicialmente as células foram retiradas do banco,
descongeladas e expandidas em garrafas plasticas de diferentes dimensoes.
Cultivamos as linhagens em monocamada, acondicionadas em estufa imida a 37°C
e 5% de CO, e mantidas em meio GIBCO® Meio de Dulbecco modificado por eagle:
Mistura nutriente F-12 (DMEM-F12) suplementado com L-glutamina (GIBCO™), 10%
de Soro Fetal Bovino (SFB, GIBCO™), penicilina (100 Ul/ml) e estreptomicina (0,1
mg/mL). As linhagens foram consideradas proprias para a inicializacdo dos
experimentos quando adquiriam uma confluéncia de 70-90%. A partir desse
momento, as células foram soltas da garrafa de cultura com uma solu¢do contendo
0,125% de tripsina-EDTA (Acido etilenodiaminotetracético) 1x (GIBCO®),
centrifugadas em 771 G por 3 minutos com aceleracdo e desaceleracdo de 6 em
uma Alegra™ X-22R Centrifuge Beckman Coulter™, contadas em camera de
Neubauer e plaqueadas em novas garrafas ou placas nas concentracdes definidas

de acordo com o experimento em questédo (Tabela 4.1).
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Tabela 4.1. Densidade celular utilizada nos experimentos

Garrafa ou Placa Experimento Area N° de células Volume

MTT
(LQB-223)

Placa 96 pocos 0,32 cm? 1x 10* 200 pl

Citometria de fluxo e

Placa 6 pocos Fotomicrografias 9,6 cm? 3x10° 2 mi
(LQB-223)
Placa 6 pocos Clonogénico 2
Clonogénico (LQB-223) 9.6 cm 2000 2 mi
Citometria de fluxo e
Garrafa P gRT-PCR 25 cm? 7 x 10° 8 ml
(Radiacao)
WB e qRT-PCR ) 6
Garrafa G (LOB-223) 150 cm 4,2x10 40 mi

Condicdes experimentais para o plaqueamento de cada experimento em questao.
Levou-se em consideracdo a garrafa ou placa utilizada bem como sua éarea, o
volume o numero de células. P= pequena; G= grande; WB= Western blotting; qRT-
PCR= reacdo da transcriptase reversa seguida pela reagdo quantitativa de
amplificagdo em cadeia da DNA polimerase.

Ap6s o plaqueamento, foi dado um tempo de 18-24 h para as células
aderirem ao fundo da garrafa ou a placa e as linhagens foram submetidas aos
tratamentos com os compostos com um tempo de incubacéo pré-definido descrito
nos topicos 4.3 e 4.4.

Com intuito de preparar as células para os ensaios de ciclo celular, da
fragmentacao do DNA e de Anexina V/PI, além da analise da expressao proteica por
Western blotting (WB) e deteccdo dos niveis de expressdo do microRNA apo6s o
tempo de incubacao pré-definido, foram seguidos os seguintes passos em comum.
Inicialmente, as células foram lavadas duas vezes com salina tamponada com
fosfato (PBS) e colocadas em estufa durante 1-3 min com uma solucdo contendo
tripsina a fim de descolar as células da monocamada. Apos a soltura, as células
foram transferidas para um tubo contendo SFB para inativar a tripsina, centrifugadas
em 771 G com aceleracdo e desaceleracdo de 6, por 3 minutos e lavadas duas
vezes com PBS. Para os experimentos de WB e deteccéo dos niveis de expressao
de microRNA, as células foram centrifugadas mais uma vez, e o pellet seco
transferido para um tubo transparente de fundo cénico do tipo eppendorf, cujo
armazenamento foi realizado em freezer -20°C e nitrogénio liquido, respectivamente,

até o seu processamento. Para os experimentos cuja analise dependia do citbmetro
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de fluxo as células foram contadas, ap0s a sua preparacao, evitando o uso de um
grande numero de células e um potencial entupimento do citdmetro e transferidas
para um tubo de citobmetro (FACS - Fluorescence Activated Cell Sorter). A
preparacdo do ensaio de MTT (3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) e
clonogénico seguiu passos especificos descritos respectivamente nos tépicos 4.6 e
4.7.

4.2) Autenticacao e controle de qualidade das linhagens celulares de GB

Nosso laboratério mantém uma rotina de autenticacdo e controle de
contaminagcdo por micoplasma das nossas linhagens celulares, produzindo dessa
forma dados fidedignos e reprodutiveis, assim como proposto por YU, M. e
colaboradores (2015). A andlise do STR é um teste padrao recomendado pela ATCC
para autenticacdo de células humanas (BARALLON, et al.,, 2010). STR é um
sinbnimo de microssatélites, que sdo pequenas repeticbes em tandem de
sequéncias de DNA de até seis pares de bases (pb), podendo chegar a um maximo
de 100 pb, aproximadamente. Os microssatélites apresentam uma alta taxa de
mutagdo gerando um pequeno aumento ou diminuigdo no nimero total de unidades,
dessa forma resulta em linhagens celulares com diferentes variacbes de
microssatélites para um determinado alelo.

Enviamos nossas linhagens em pellet seco para dois laboratorios, visando a
analise de autentificacdo das nossas linhagens. O DNA foi extraido e o STR
realizado por Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR). A linhagem U251 foi
avaliada no laboratorio de Progenética (http://www.progenetica.com.br/) e as
linhagens T98G e A172 no Laboratério de Diagnésticos por DNA - DECOL - IBRAG
na Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ). Foram amplificados quinze
locus de STR e o locus amelogenina a fim de caracterizar o género das linhagens
celulares. Os resultados gerados foram comparados com aqueles presentes no
banco de dados do ATCC (http://www.atcc.org/). Todas as linhagens do nosso
laboratorio tiveram o perfil compativel com aqueles depositados no banco de dados

em questao (Tabela 4.2).

38



Tabela 4.2. Autenticacdo das linhagens celulares de GB pelo perfil STR,

avaliado por PCR

U251 T98G AL72
LOCUS | ALELO| ATCC |[LHOCM| ATCC |LHOCM| ATCC |LHOCM
A eoaen 1 X X X X X X
me Ogenlna 2 v Y Y v v Y
1 11 11 10 10 9 9
CSFIPO 2 12 12 12 12 12 12
1 11 11 13 13 11 11
D135317 2 10 11 13 13 11 11
1 12 12 13 13 12 12
D165539 2 12 12 13 13 12 12
1 11 11 10 10 11 11
Dosats 2 12 12 12 12 12 12
1 10 10 9 9 11 11
D75820 2 12 12 10 10 11 11
1 93 93 7 7 6 6
vl 2 93 9.3 93 93 9.3 93
1 8 3 8 8 8 8
TPOX 2 8 8 8 8 11 11
1 16 16 17 17 20 20
VWA 2 18 18 20 20 20 20
1 13 13 13
D8S1179 , " " "
1 29 28 28
D21S11 2 29 28 322
1 16 16 14
D3S1358 ) - e 8
1 24 19 20
D251338 ) o ” o1
1 13 12 12
D195433 2 15 12 152
1 13 13 12
DHEE 2 13 16 13
1 21 21 20
FGA 2 25 21 22

As linhagens celulares de glioblastoma U251, T98G e Al172 foram autenticadas
quanto ao seu perfil de STR, por PCR, em quinze locus diferentes e ao locus
amelogenina, com o objetivo de avaliar o género destas. Os resultados foram
comparados com um banco de dados presente no ATCC.
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Avaliamos também a presenca de contaminante por micoplasma nas trés
linhagens de GB pelo Myco Sensor PCR Assay Kit da Agilent Technologies. Como
resultado, ndo houve amplificacdo do produto indicando que as linhagens celulares

nao estavam contaminadas com micoplasma.

4.3) Exposicéo aradiacdo ionizante

As células foram irradiadas em temperatura ambiente no setor de
fracionamento do Servico de Hemoterapia, do Hospital do Cancer 1 (HC1),
utilizando-se o irradiador IBL 437C® Irradiator - type H. O equipamento utiliza como
fonte de emissdo de radiacdo gama o Césio 137. O célculo da dose foi realizado
seguindo uma tabela pré-definida pelo setor no qual considera a quantidade de Gy
por minuto (Gy/min). Foi utilizada as doses de radiacédo de 2, 4, 8, 16 e 24 Gy. O
grupo néo irradiado (controle) seguiu todos 0s passos dos grupos irradiados, ou
seja, 0 tempo em que as células permaneceram em temperatura ambiente e o

deslocamento destas para o laboratério.

4.4) Tratamento das linhagens de GB com o0 novo composto, LQB-223

O composto LQB-223 foi dissolvido em dimetilssulféxido (DMSO) na
concentragdo estoque de 25 mM e armazenado em frezzer a -20°C por um periodo
maximo de uma semana. A partir da concentracdo estoque, o LQB-223 foi diluido
em DMEM-F12 nas concentra¢gdes de 0,5, 1, 2,5, 5, 10 e 20 uM e adicionado as
placas ou garrafas de acordo com experimento em questdo. Dados nao publicados
do nosso laboratorio demonstram que o LQB-223, ndo é téxico para as células
PBMC, até a concentracdo de 20 uM. As concentracdes utilizadas neste estudo
foram baseadas nos testes de toxicidade em PBMC. Utilizamos dois controles: Um,
contendo as linhagens incubadas somente com DMEM-F12, denominado controle, e
outro contendo as linhagens incubadas com DMSO diluido em DMEM-F12 na

mesma diluicdo da concentracdo de 20 uM de LQB-223, denominado DMSO.
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4.5) Avaliacdo da morfologia celular em microscopio Optico invertido

Avaliamos a morfologia celular das linhagens U251, T98G e A172 incubadas
com as concentracdes de 5 e 20 uM de LQB-223 nos tempos de 24 e 48 h. Para
isso, retiramos cinco fotos representativas de cada condicdo no aumento de 10x da
lente objetiva, na camera Digital Sight DS-2 MV Nikon acoplada ao microscopio
optico invertido Nikon Eclipse TS100. O programa Bell View foi utilizado na aquisi¢éo

das imagens. Escolhemos as fotos representativas a partir de dois experimentos.

4.6) Ensaio de viabilidade celular por MTT

Com o objetivo de avaliar o efeito do LQB-223 na viabilidade celular das
linhagens U251, T98G e A172, utilizamos o método de MTT. Este método se baseia
na medicdo da atividade metabdlica de enzimas desidrogenases mitocondriais. O
brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) é um sal de tetrazolio
de coloracdo amarela que é substrato das enzimas desidrogenases, associadas ao
NADPH e ao NADH, presentes nas mitocondrias. Quando reduzido por essas
enzimas, através da clivagem do anel tetrazdlico forma, como produto, cristais
insoltveis. Tal reacdo s6 ocorre em células metabolicamente ativas. Os cristais so
podem ser dissolvidos com solventes organicos, como o DMSO. Apdés a dilui¢édo, o0s
sais exibem uma coloragdo violeta, permitindo assim a sua quantificacdo através da
espectrofotometria. Portanto, quanto maior a densidade Optica gerada pela leitura no
espectrofotbmetro maior € o metabolismo mitocondrial da célula, logo maior o
namero de células viaveis (Mosmann, 1983).

As células foram plaqueadas de acordo com a Tabela 4.1 e o composto
incubado nas concentracdes de 0,5, 1, 2,5, 5, 10 e 20 uM por 24, 48 e 72h em estufa
Uumida contendo 5% de CO, a 37°C. Foi adicionado 20 uL de MTT (na concentracéao
final de 5mg/mL em PBS pH 7,4- Sigma) quatro horas antes do término dos tempos
estabelecidos para cada incubacdo. Durante as quatro horas restantes as placas
foram mantidas em estufa e apOds esse tempo, foram retirados 180uL do
sobrenadante de cada poco e adicionados 150uL de DMSO. As placas foram
agitadas em TS-20A VDRL Shaker (Biomixer) até a completa dissolucéo dos cristais,
gerando a coloracao violeta caracteristica. Posteriormente, a placa de 96 pocos foi

lida pelo espectofotometro, EZ Read 400 Microplate Reader —Biochrom, utilizando o
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comprimento de onda de 570nm. Os resultados foram analisados através da
seguinte formula: [(Absorbancia das células tratadas/Absorbancia das células
Controle) x 100]. Os resultados finais foram obtidos pela média de trés experimentos

independentes com triplicatas para cada concentracao.

4.7) Formacao de colbnias pelo ensaio clonogénico

O ensaio clonogénico avalia a capacidade proliferativa de uma ou um
conjunto de células ao longo dos dias, ou seja, a capacidade de uma célula em
formar uma col6nia. Dessa forma, € necessario o plagueamento de uma quantidade
reduzida de células. Utilizamos esse ensaio a fim de analisar se o tratamento com o
LQB-223, nas linhagens U251 e T98G, diminuiria a formacao de colbnias.

Como descrito na Tabela 4.1 um total de 2000 células da linhagem U251 e da
T98G foram semeadas na placa de seis pocos (9,6 cm?) e tratadas com as
concentracbes de 2,5, 5, 10 e 20uM de LQB-223 durante 24h, apds o tempo de
adesdo. Em seguida, o meio das células foi trocado e as linhagens mantidas durante
7 -14 dias com troca de meio a cada 4 - 5 dias. O crescimento das col6nias foi
acompanhado ao longo dos dias em microscépio Optico e o0 ensaio terminado no
momento em que as colbnias estivessem grandes e definidas. A partir dessa etapa,
0 meio foi retirado e a placa foi lavada uma vez com PBS pH 7,4. Posteriormente,
fixamos as coldénias com 1 ml de paraformoldeido a 4% por 10 minutos, lavamos trés
vezes as placas com PBS, adicionamos 1 ml de cristal violeta (0,5% diluido em agua
destilada) em cada poco e agitamos as placas em temperatura ambiente por 1 hora.
Por fim, as placas foram lavadas trés vezes com agua, secadas de um dia para o
outro e fotografadas. A figura representativa do experimento foi escolhida entre os
dois experimentos realizados.

A diferenca do crescimento das colbnias entre 0s grupos experimentais foi
quantificado pela coloracao gerada do cristal violeta diluido. Para isso, dissolvemos
os cristais em 1 ml de acido acético a 33%, agitamos até uma completa dissolugéo
dos cristais e transferimos o liquido de cada grupo em triplicata para uma placa de
96 pocos. Mensuramos a densidade Optica de cada ponto da placa em
espectrofotometro EZ Read 400 Microplate Reader —Biochrom, no comprimento de
onda de 595nm. Os resultados foram analisados através da seguinte formula:

[(Absorbéancia das células tratadas/Absorbancia das ceélulas Controle) x 1]. Os
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resultados finais foram obtidos pela média de dois experimentos independentes,

com triplicatas para cada concentragao.

4.8) Ensaio do ciclo celular e da fragmentacdo do DNA

Com a intencdo de avaliar se o tratamento com o composto LQB-223, nas
linhagens U251, T98G e A172, modificaria o perfil do ciclo celular e a fragmentacéo
do DNA, realizamos os respectivos ensaios pela marcacdo com iodeto de propideo
(PI), um marcador fluorescente de &cido nucléico, quantificado em citometria de
fluxo.

O ensaio do ciclo celular permite quantificar o nimero de células presentes
em cada fase do ciclo, GO/G1, S e G2/M, pela emissao de fluorescéncia especifica
de cada fase. A fluorescéncia emitida pelo Pl € maior em células que possuem um
maior contetdo de DNA, ou seja, aquelas que estdo com o DNA duplicado e prontas
para se dividirem (Fase G2/M; 4n) terdo a maior emissao, seguidas pelas células
gue estdo em processo de sintese do seu material genético (Fase S; >2n e <4n)
com uma emissédo intermediaria e aquelas que ainda ndo entraram em processo de
duplicacdo do DNA (Fase GO/G1; 2n) com a menor emissao.

O ensaio da fragmentacdo do DNA permite quantificar o nimero de células
com o DNA fragmentado (Fase sub G0/G1). A fragmentacdo do DNA é um evento
que ocorre em células que estdo em processo de morte celular. Estas, quando
marcadas com PI, apresentam uma menor emissdo de fluorescéncia quando
guantificadas pelo citbmetro de fluxo.

Como relatado na Tabela 4.1 um total de 3x10° células da linhagem U251,
T98G e A172 foram semeadas em placas de 6 poc¢os e incubadas na concentracao
de 5, 10 e 20 uM de LQB-223 durante 24h para o ensaio do ciclo celular e 24, 48 e
72h para o ensaio de fragmentacao do DNA.

Apoés o tempo de incubacéo, as células foram processadas como descrito no
item 3.1. Em seguida, cada tubo foi centrifugado a 771 G por 3 minutos com
aceleracdo e desaceleragcdo de 6 minuto em temperatura ambiente. Ao pellet foi
adicionado 150uL de RNAse (ribonuclease A 100ug/ml diluida em tampéao citrato
40mM) e 150uL de PI (50uL/ml diluido em tampéo de citrato 4mM e 0,3% TritonX-
100). Foi dado um tempo de incubagcdo de 15 minutos antes dos tubos serem

levados para leitura em citdmetro de fluxo BD FACSCalibur™, no qual foi adquirido
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um minimo de 10.000 eventos. Os dados foram analisados pelo programa Summit
v4.3 para cada ensaio e apresentados como uma figura representativa para o ensaio
do ciclo celular e um gréfico obtidos pela média de trés experimentos
independentes.

O uso do detergente Triton X-100 se deve ao fato de que o Pl ndo atravessa a
membrana integra da célula, permitindo-o se intercalar com o material genético de
células com o DNA fragmentado, mas que ainda ndo perderam a integridade da
membrana. O uso do reagente RNAse € para evitar resultados falso positivos, visto

gue o PI se intercala em &cidos nucléicos e portanto em RNAs.

4.9) Ensaio de Anexina V/PI

Para avaliar se o tratamento com o composto LQB-223 induziu morte celular
por apoptose nas linhagens U251, T98G e Al172, realizamos o0 ensaio de anexina
V/PI, indicativo desse tipo de morte, pela dupla marcacdo com Pl e anexina V
quantificado por citometria de fluxo.

Dentre as diversas alteracbes presentes em uma célula em apoptose, uma
delas é a perda da simetria da membrana plasmatica, resultando na exposi¢do da
fosfatidilserina (FS) para a face externa da membrana. Esta alteracdo €
caracterizada como um evento precoce da apoptose. A anexina V faz parte de uma
familia de proteinas que possuem a capacidade de se ligar a fosfolipidios da
membrana plasmatica de forma dependente de calcio, portanto a FS exposta. Este
ensaio é realizado com a marcacao de dois fluorocromos, o Pl e a proteina anexina
V conjugada ao fluorocromo Alexa Fluor® 488 (anexina V-A488 - life Technologies).
Ambos, ndo atravessam a membrana plasmatica integra. Por esta razdo, durante a
aquisicdo e a analise do ensaio quatro possibilidades de marcacao aparecem, sendo
estas representadas por quadrantes. O quadrante em que a fluorescéncia é negativa
para os dois fluorocromos representa a quantidade de células vivas, pelo fato da
membrana permanecer integra e ndo haver exposicédo da FS. O segundo quadrante
em que somente a fluorescéncia do anexina V-488 é detectada se refere as células
em apoptose inicial apenas com a FS exposta. O terceiro em que as duas
fluorescéncias sdo detectadas representa as células em apoptose tardia, portanto
existe FS exposta e perda de integridade de membrana. E o ultimo quadrante

gquando somente existe a fluorescéncia do Pl descreve as células com perda de
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integridade de membrana sem exposicdo de FS, podendo esse evento ser
caracterizado como necrose.

Como relatado na Tabela 4.1 um total de 3x10° células das linhagens U251,
T98G e A172 foram semeadas em placas de 6 poc¢os e incubadas na concentracao
de 5, 10 e 20 uM de LQB-223 durante 48 e 72h. Dado o tempo de incubacéo, as
células foram processadas como descrito no item 4.1. Em seguida, cada tubo foi
centrifugado a 771 G por 3 minutos com aceleragcdo e desaceleracdo de 6 em
temperatura ambiente. Ao pellet foi adicionado 1mL de PBS + BSA 10% (albumina
sérica bovina) durante 30 minutos a fim de recuperar e manter a integridade da
membrana. Passado esse tempo, os tubos foram centrifugados e adicionamos 100
pL de uma solucdo de anexina V-A488 diluida em tampé&o de ligacdo 1x (2,0 pL de
anexina V + 98 uL de tampao de ligacdo 1x). O tampao de ligacéo é fornecido 10x
concentrado (10x Annexin V Binding Buffer, BD Pharmingen™) e foi diluido em agua
Milli-Q. A solucdo foi incubada durante 15 minutos e apdés esse periodo foi
adicionado 300uL de tampéao de ligacdo 1X. O ensaio necessita de um controle
negativo, no qual ndo recebe nenhum fluorocromo. Por fim, os tubos foram levados
para a leitura da fluorescéncia em citbmetro de fluxo BD FACSCalibur™. Apés o
procedimento anterior e no momento da aquisicado foi adicionado 1uL de Pl a 50
pg/ml (Sigma). A aquisicéo foi efetuada nos canais FL-1 (530nm) para a leitura da
fluorescéncia da anexina V e FL-3 (613nm) para o Pl. Foram adquiridos um minimo
de 10.000 eventos por amostra e a andlise realizada pelo programa Summitv4.3.
Para o célculo da apoptose total, células anexina V*, foi realizado a soma da
apoptose inicial (anexina V+/Pl-) + apoptose tardia (anexina V+/Pl+). A apoptose
total analisada no controle foi considerada como apoptose espontanea. O indice de
apoptose induzida pelo composto LQB-223 foi obtido da seguinte forma: percentual
de células em apoptose nos tubos tratados subtraido o percentual de células em
apoptose espontanea, sendo possivel observar a real inducdo de apoptose pelos
tratamentos. Os resultados finais foram obtidos pela média de trés experimentos

independentes.

4.10) Andlise da expressao protéica por Western blotting (WB)

Com a intencdo de avaliar a modulacdo da expressdo das proteinas Ras,

ERK, p-ERK, p-H2AX, caspase-3, caspase-3 clivada, Hsc70 e B-actina, induzida
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pelo composto LQB-223 nas linhagens celulares de GB, utilizamos a técnica de WB
gue compreende varias etapas. Inicialmente, as proteinas foram extraidas. Em
seguida, quantificadas e desnaturadas, separadas de acordo com O Seu peso
molecular em gel de poliacrilamida, transferidas do gel para uma membrana de
nitrocelulose e imunomarcadas utilizando anticorpos especificos. Um total de 4,2 x
10° células da linhagem U251, T98G e A172 foram semeadas em garrafas plasticas
G (Tabela 4.1) e incubadas com 5 e 20 uM de LQB-223 durante 24 e 48 h. Apds o
tempo de tratamento as células foram processadas como descrito no item 3.1.

Primeiramente as proteinas foram extraidas do pellet seco armazenado em
freezer -20°C. Para esse procedimento utilizamos o Cell Extraction Buffer da
Invitrogen de acordo com as instrucdes do fabricante.

Apés a extracdo, as proteinas foram quantificadas pelo kit DC proteinassay
(BIO-RAD), segundo o método de Lowry (LOWRY, et al., 1951), de acordo com as
instrucbes do fabricante. Foi realizada uma curva padrdo com a proteina BSA nas
concentracdes de 0,2 — 1,4 mg/L. As absorbancias foram lidas no comprimento de
onda de 620nmutilizando o aparelho EZ Read 400 Microplate Reader - Biochrom.
Em seguida a quantificacdo, separamos 30 pug de proteina para cada tratamento e
acrescentamos 10 pL de tampédo de amostra (Tris-HCL 0,06 M; pH 6,8; SDS 2%
glicerol 10%; Azul de bromofenol 0,025% e B-mercaptoetanol 200mM).

As proteinas acrescidas com o tampao de amostra foram aquecidas por 5
minutos a 95°C para desnaturacdo, antes do inicio da eletroforese unidimensional
por SDS-PAGE (eletroforese em gel de poliacrilamida contenco dodecil sulfato de
Sodio). Esta etapa tem como principio a separacdo das proteinas de acordo com
seu peso, mensurado em KDa, em gel redutor submetido a uma corrente elétrica. A
corrida foi realizada na cuba de eletroforese vertical (Mini-PROTEAN® Tetra Cell —
BIO-RAD) em gel de poliacrilamida (acrilamida/bisacrilamida) a 30% na razao 29:1
(30% Acrylamide/Bis Solution 29:1 — BIO-RAD). Dois geéis foram preparados com
diferentes porcentagens de poliacrilamida. O gel inferior, conhecido como gel de
resolucdo, separa as proteinas de acordo com o seu peso molecular e é composto
por uma solucéo de 10 ml de poliacrilamida a uma concentracdo de 12% (3,4 ml de
agua MilliQ; 4 ml de acrilamida 30%; 2,5 ml de TRIS-HCI 1,5M pH 8,8; 0,1 ml de
SDS 10%; 50 pl de APS 10% e 5 pl de TEMED). Apos a polimerizacdo do gel de
resolucao, foi feito um gel de empilhamento composto por uma solugdo de 10 ml
depoliacrilamida a uma concentracdo de 4% (6,1 ml de agua MilliQ; 1,3 ml de
acrilamida 30%; 2,5 ml de TRIS 0,5M pH 6,8; 0,1 ml de SDS 10%; 50 ul de APS 10%
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e 10 pyl de TEMED). O pente para a formacdo dos pocos foi inserido no gel de
empilhamento e apds completa polimerizagéo foi acrescentado o tampé&o de corrida
(Tris 0,025M; glicina 0,250M e SDS 0,1% (p/v), pH 8,3). Por fim, as amostras e 0
padrao de peso molecular (Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™) foram
aplicados e a eletroforese realizada com uma corrente de 120 V com duracgéo de 40-
60 minutos.

Posteriormente, as proteinas foram transferidas do gel para uma membrana
de nitrocelulose (Amersham’ Protran™Membranes, GE Healthcare), a fim de que se
tornem acessiveis a deteccdo do anticorpo. Para a transferéncia, a membrana foi
colocada sobre dois pedacos de papel de filtro umedecido com tampé&o de
transferéncia (25mM de TRIS; 192mM de glicina e 20% de metanol), por cima desta
foi colocado o gel sobreposto por mais dois pedacos de papel de filtro. Este
“sanduiche” foi levado para a cuba de transferéncia umida (Mini Trans-Blot®Cell —
BIO-RAD), onde foram mantidos imersos em um tampao de transferéncia por 1 hora
e 30 minutos a uma corrente de 100 V. Apos transferéncia a membrana foi lavada
uma vez com TBS + Tween— TBS-T (Tris — HCL 10mM, pH 8,0; NaCl 150 mM e
Tween-20 0,05%, pH 7,4). Para verificar se a transferéncia foi eficiente, as
membranas foram coradas com vermelho de Ponceau (0,1% de RougePonceau, 5%
de &cido acético glacial e g.s.p 100 ml de 4gua Milli-Q), digitalizadas e as imagens
geradas armazenadas.

Para a imunomarcacao, as membranas foram bloqueadas por 1 hora em uma
solucdo a 5% de leite em p6 desnatado diluido em TBS-T. Em seguida, a membrana
foi incubada com diferentes anticorpos primarios (Tabela 4.3), individualmente, e
overnight. No dia seguinte, a membrana foi lavada trés vezes com TBS-T por 5
minutos e incubada por 1 hora com o0s respectivos anticorpos secundarios (Tabela
4.3) conjugados a HorseRadish-Peroxidase(HRP), Sigma-Aldrich, sob agitacéo.
Seguimos a descricdo do DataSheet para a diluicAo dos anticorpos. Apls a
incubacdo com o anticorpo secundario, a membrana foi lavada trés vezes por 10
minutos com TBS-T e as bandas protéicas de interesse preparadas para a revelacao
pelo método de quimioluminescéncia, utilizando o Kit ECL (Amersham™ ECL™
Prime, GE HealthCare®), de acordo com as especificacdes do fabricante. A
quimioluminescéncia foi captada pelo aparelho C-DiGitBlot® Scanner, Li-COR com o
auxilio do programa Image Studio Lite. Os dados apresentados na Tabela 4.3,

referentes aos anticorpos primarios, levou em consideragcdo o numero de catalogo,
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isotipo, diluicdo e fabricante. O DataSheet foi consultado, para saber a solucédo de

diluicdo de cada anticorpo.

Tabela 4.3. Anticorpos priméarios utilizados no estudo do mecanismo de acéao
do LQB-223

Anticorpo primario Catalogo Isotipo Hl/ml Fabricante
Ras 3339 Rabbit 1:1000 Cell Signaling
ERK 4695 Rabbit 1:1000 Cell Signaling
Fosfo-ERK 70001 Rabbit 1:1000 Invitrogen
Fosfo-H2A.X 9718S Rabbit 1:1000 Cell Signaling
Caspase-3 sc-7148 Rabbit 1:200 Santa Cruz
Biotechnology
Caspase-3 Clivada 9664 Rabbit 1:1000 Cell Signaling
HSC70 5c-7298 Mouse 1:000 Santa Cruz
Biotechnology
B-actina A5441 Mouse 1:10.000 Sigma-Aldrich

Cell Signaling: Danvers, MA, US; Santa Cruz Biotechnology : Santa Cruz, CA, US; Sigma-
Aldrich: St Louis, MO, US

4.11) Deteccao dos niveis de expressao dos microRNA-7 e 125b

Com o objetivo de avaliar a modulacdo da expressdo do microRNA-7 e -125b
apos o tratamento com o0 novo composto ou pela exposicdo a radiacdo ionizante,
nas linhagens U251, T98G e Al172, utilizamos a técnica de qRT-PCR, (reacdo da
transcriptase reversa seguida pela reacao quantitativa de amplificacdo em cadeia da
DNA polimerase) pelo método de TagMan. Antes de realizar o PCR quantitativo, foi
preciso extrair o microRNA, guantifica-lo e sintetizar o DNA complementar (CDNA).

Um total de 7 x 10° células da linhagem U251 foram plaqueadas em garrafas
plasticas P (Tabela 4.1), expostas as doses de radiacdo de 8 e 16 Gy e deixadas em
estufa durante 24 e 48h. Um total de 4,2 x 10° células da linhagem U251, T98G e
A172 foram semeadas em garrafas plasticas G (Tabela 4.1) e incubadas com 5 e 20
UM de LQB-223 durante 24h. Apdés o periodo de tratamento as células foram
processadas como descrito no item 4.1.

O pellet seco dos tratamentos armazenados em nitrogénio liquido, foram

processados para a extragao do microRNA. Para este procedimento, foi usado o Kit
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mirVana™ miRNA Isolation da Ambion de acordo com as instru¢des do fabricante. O
microRNA extraido foi armazenado a -80°C.

O microRNA foi quantificado por espectrofotometria utilizando um
NanoDrop™ 1000 (Thermo Fisher Scientific Inc.). A leitura do microRNA se deu na
faixa de absorbancia de 260nm e para a determinacdo do grau de pureza, a leitura
foi na faixa de 280nm, que é proporcional a quantidade de proteinas e fenol. O grau
de pureza foi calculado através da razdo 260/280 que deve estar entre 1,8 e 2,0. As
amostras dentro dessa faixa foram consideradas puras e usadas nas etapas
posteriores.

Para realizar o PCR em tempo real, o microRNA precisa ser sintetizado em
cDNA, para isto foi realizado o procedimento da Reverse Transcription (RT). Para a
sintese de cDNA foi utilizado o kit TagMan® MicroRNA Reverse Transcription. Os
iniciadores da RT foram fornecidos juntamente com as sondas no Kit, TagMan®
MicroRNAAssays. Para cada alvo, miR-7, -125b e RNU6B (enddgeno), foi realizada
uma sintese de cDNA especifica utilizando os iniciadores fornecidos. Os iniciadores
para a sintese de cDNA a partir de microRNAs, apresentam uma estrutura em
grampo que aumenta a especificidade da reacdo. Para dar inicio a reacdo €
realizada um Mix, no qual contém todas as moléculas necessérias para a RT, em um
tubo estéril formando uma solugdo final de 7uL. O mix contém 0,15 puL de dNTPs
100mM (desoxirribonucleotideo trifosfato), 1,0 pL de enzima RT (MultiScribe™
Reverse Transcriptase 50U/pL), 1,5uL de tampao RT (10X Reverse Transcription
Buffer), 0,19 uL de inibidor de RNAse (RNaselnhibitor 20U/uL) e 4,16 yL de agua
livre de nuclease. A esse mix foi adicionado 3uL de iniciador (5X RT primer) e 5uL
da amostra de interesse contendo 50ng de microRNA. O tubo contendo o mix, o
iniciador e o microRNA foi centrifugado e colocado no termociclador
(PeltierThermalCycler (PTC-100) Bio-Rad) para a reacdo de sintese. Esta seguiu 0s
seguintes ciclos de temperatura: 30 minutos a 16°C, seguido de 30 minutos a 42°C,
5 minutos a 85°C e 4°C «. Apds esse procedimento o cDNA foi armazenado a -
20°C.

Os niveis de microRNA presentes em cada amostra foram detectados pela
reacdo de PCR em tempo real. Este técnica promove, através de variacdo de
temperatura, a duplicacdo de cadeias de DNA utilizando nucleotideos, sequéncias
iniciadoras (primers) e a enzima polimerase. Desse modo, € possivel a obtencdo de
milhares de cdpias de uma sequéncia especifica de DNA a partir de uma fita molde.
O PCR em tempo real é capaz de quantificar as copias produzidas. Foi utilizada a
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metodologia TagMan. Esta apresenta como componentes, iniciadores (primers) nao
marcados para amplificagcdo da sequéncia de interesse (concentracdo final de 900
nM cada, AppliedBiosystems), uma sonda TagMan MGB [MGB (minorgroovebinder),
gque aumenta a temperatura de fusédo (T,) sem aumentar o tamanho da sonda]
(AppliedBiosystems), com fluorocromo reporter 6-FAM (6-carboxilfluoresceina)
ligado a por¢cado 5 da sonda, um quencher nao fluorescente na porgdo 3’ da sonda
para deteccdo da sequéncia de interesse (concentracdo final de 250 nM), Master
Mix com AmpErase UNG (AppliedBiosystems), DNA polimerase (AppliedBiosystems)
e cDNA.

Durante a PCR, a sonda TagMan anela especificamente na sequéncia
complementar entre os iniciadores senso e antisenso. Quando a sonda esta intacta,
a proximidade do fluorocromo reporter ao quencher resulta em supressado da
fluorescéncia primaria. A DNA polimerase cliva somente sondas que estédo
hibridizadas ao alvo. A clivagem separa o fluorocromo reporter do quencher,
resultando em aumento da fluorescéncia emitida pelo reporter. O aumento do sinal
de fluorescéncia ocorre somente se a sequéncia alvo for complementar a sonda,
sendo amplificada durante a PCR. Por exigir essa especificidade nenhuma ligacéo
inespecifica é detectada (BUSTIN, 2002).

Foi escolhido como controle endégeno o RNU6B, utilizado como controle de
expressao basal. Como calibrador foi utilizado o grupo sem tratamento (controle) das
linhagens estudadas, tanto do experimento com a radiacdo ionizante quanto com o
novo composto. A reacdo usada para o PCR em tempo real possui um volume final
de 20 uL por poco, contendo 1 pL de sonda (20xTagMan Gene Expression Assay,
Applied Biosystems), especifica para o microRNA-7, -125b e o RNU6B, 10 pL de
Master Mix (2X Tag Man Universal Mix), 6,5 uL de agua autoclavada e 2,5uL de
cDNA. Cada reacao desta, para cada microRNA e o enddgeno, foi aplicada na placa
de PCR e a mesma foi fechada com tampas 6ticas (AppliedBiosystems). Apos esse
procedimento a placa foi levada para o termociclador (StepOne, Applied Biosystems)
e a reacao seguiu os seguintes ciclos de temperatura: 10 minutos a 95°C, seguido
de 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Apos a finalizacdo da
reacao os valores de Ct (CycleThreshold) foram exportados para uma planilha do
Excel e analisados pelo método do 22CT Os valores de Cr indicam o nGmero
fracionario de ciclos em que a guantidade de alvo amplificado ultrapassa um limiar
fixado (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001).
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4.12) Anélise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas pelo programa GraphPadPrism 5.0.
O teste estatistico utilizado foi o ANOVA seguido pelo pos-teste Bonferroni.
Diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05. Para a
andlise dos experimentos envolvendo o composto LQB-223 s6 foi considerado o
valor de p quando os tratamentos eram estatisticamente significativos tanto em
relacdo ao DMSO quanto ao Controle, e utilizamos o valor de p em relagédo ao
DMSO. Os resultados de expressao de microRNA foram analisados pelo método 2°

AACT observando-se uma eficiéncia de reac&o igual ou maior que 95%.
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5) RESULTADOS

5.1) Descricéao do perfil de radiorresisténcia

A radiacdo ionizante € um dos tratamentos padrdes para o GB, entretanto os
pacientes apresentam alta resisténcia a esta terapia. Por essa razdo, nosso grupo,
busca compreender alguns mecanismos celulares responsaveis pela aquisicdo da
radiorresisténcia.

Um estudo sobre o perfil de radiorresisténcia e moléculas relacionadas com
esse fendmeno foi conduzido por um dos integrantes do nosso grupo (Bernardo PS),
na linhagem de GB U251, durante o seu trabalho de dissertacdo de mestrado. Para
uma melhor compreensdo dos dados realizados pela autora da dissertacéo,
trouxemos o resultado do acumulo da fase sub-G0/G1 do ciclo celular, da linhagem
U251 apdbs exposicao a radiacao ionizante (Figura 5.0). Foi observado que apenas
as doses de radiacdo acima de 8Gy, e apOs 24h, induziram aumento na
fragmentacdo do DNA. Porcentagem de células em sub-G0/G1 de aproximadamente
20% foram encontrados nas doses de radiacdo de 8, 16 e 24 Gy em 48h, e de 45%
nas doses de 8 e 16 Gy em 72h.

U251
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Figura 5.0. Fragmentacdo do DNA da linhagem U251 apds exposicdo a
radiacdo ionizante, analizada por citometria de fluxo. Porcentagem de células em
sub-G0/G1 da linhagem U251 apds exposicdo a diferentes doses de radiacdo
ionizante por 6, 24, 48 e 72h. Média de trés experimentos independentes = desvio
padrao. *p<0,05, **p<0,01, **p<0,001 em relacdo ao DMSO. Grafico cedido por
Bernardo P. S.
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Com o objetivo de comparar as linhagens utilizadas no presente estudo
guanto ao seu perfil de radiorresisténcia, este trabalho prosseguiu visando analisar a
sensibilidade a radiagéo ionizante utilizando as linhagens de GB, T98G e A172. Para
isso, contamos com 0 ensaio da progressao do ciclo celular e da fragmentacéo do
DNA, analisado por citometria de fluxo. Além disso, foi dado continuidade ao estudo
da avaliacdo das moléculas relacionadas com a aquisicdo de radiorresisténcia pela
quantificagéo relativa dos niveis de microRNA-125b por gRT-PCR.

5.1.1) Alteracdo do perfil do ciclo celular e da fragmentacdo do DNA nas
linhagens de GB expostas a radiagdo ionizante

Foram utilizadas as doses de radiacao ionizante de 2, 4, 8, 16 e 24 Gy, para
avaliar a mudanca no perfil do ciclo celular e na fragmentagcdo do DNA nas linhagens
de GB, T98G e A172 (Figura 5.1 e 5.2).

Em ambas as linhagens, houve acumulo das células na fase G2/M do ciclo
celular, em todas as doses de radiacao ionizante, em torno de 60% no tempo de 6h
(Figura 5.1A e B). Entretanto, nas linhagens expostas as doses de radiagdo de 2 e 4
Gy, nos tempos de 24, 48 e 72h, o acumulo na fase G2/M néo persistiu (Figura 5.1A
e B). A maior parada na fase G2/M do ciclo celular ocorreu nas doses de radiacao
de 16 e 24 Gy em, aproximadamente, 90% na linhagem T98G no tempo de 24 h
(Figura 5.1A) e 70% na linhagem A172 nos tempos de 24, 48 e 72h (Figura 5.1B).
Em tempos superiores a 24h, e nas doses de 16 e 24 Gy, o perfil do ciclo celular na
linhagem T98G ndo apresentou uma definicdo caracteristica desta técnica (Figura
5.1A).
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Figura 5.1. Histograma representativo do ensaio de ciclo celular das linhagens
de glioblastoma T98G e Al172 apds exposicdo a radiacdo ionizante, avaliado
por citometria de fluxo. A linhagem T98G (A) e a linhagem Al172 (B) foram
expostas a diferentes doses de radiacdo ionizante e incubadas por 6, 24, 48 e 72h.

Grafico representativo de dois experimentos independentes.
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Por fim, foi realizada a analise da porcentagem das células na fase sub-
GO0/G1 indicativa de fragmentacédo do DNA. A radiagao ionizante induziu aumento na
fragmentacdo do DNA, na linhagem T98G em 9,4%, 22,5% e 29,9%, nas doses de
8, 16 e 24 Gy, respectivamente, em 72h (Figura 5.2A). No entanto, na linhagem
Al172 ndo houve aumento na porcentagem das celulas na fase sub-GO/G1 apos

exposicdo a radiacdo ionizante (Figura 5.2B).
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Figura 5.2. Fragmentacao do DNA das linhagens T98G e A172, ap0s exposicao
a radiacao ionizante, analizada por citometria de fluxo. Porcentagem de células
em sub-G0/G1 da linhagem T98G (A) e A172 (B) apds exposigao a diferentes doses
de radiacdo ionizante por 6, 24, 48 e 72h. Média de dois experimentos

independentes + desvio padréo.
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5.1.2) Modulacdo do microRNA-125b, na linhagem U251, ap0s exposi¢cdo a

radiacdo ionizante

A desrregulacdo dos microRNAs apresenta um importante papel no
desenvolvimento e progressdo do cancer (DI LEVA. et al., 2014). Determinadas
assinaturas de expressao dessas moléculas podem ser responsaveis pela aquisicdo
de resisténcia a terapia nos gliomas (BESSE, et al., 2013). Por essa razao, torna-se
importante avaliar a modulacdo dos microRNAs induzida por radiacdo ionizante,
uma das terapias padrdes do GB.

Algumas moléculas foram previamente avaliadas pela integrante do grupo,
(Bernardo P. S), a fim de correlacionar com a aquisicao da radiorresistencia. Dentre
elas, destacamos a expresséao relativa do microRNA-7 apds exposicdo as doses de
8 e 16Gy de radiacdo ionizante na linhagem U251 em 24h. Como resultado,
observamos que a dose de radiacdo de 8Gy ndo modulou a expressao relativa,
enquanto a dose de 16Gy reduziu, de forma nao significativa, para 0,65 vezes o
nivel de expressao relativa em relacdo ao controle.

No presente estudo, foi investigado a modulacdo da expressdo relativa do
microRNA-125b na linhagem de GB U251, exposta as doses de 8 e 16Gy apos 24 e
48h por gRT-PCR. Houve uma tendéncia de aumento, de forma néo significativa, em
relacdo ao controle da expressdo do microRNA-125b apds exposicdo a radiacao
ionizante em 24h, com niveis aproximados de 3,3 vezes para 8Gy e 2,9 vezes para
16Gy (Figura 5.3). No tempo de 48 horas foi visto um perfil de diminuigéo, néao
significativo, de 0,8 vezes e 0,1 vezes nos niveis de expressdo do microRNA-125b

nas doses de 8 e 16Gy, respectivamente (Figura 5.3).
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Figura 5.3. Quantificacdo relativa dos niveis de miR-125b, na linhagem U251
apés exposicao a radiacdo ionizante, avaliado por gRT-PCR. A expressdo do
miR-125b foi avaliado na linhagem U251, apGs exposicdo as doses de 8 e 16 Gy de
radiacdo ionizante por 24 e 48h. Os niveis de expressao relativa do microRNA foram
apresentados em numero de vezes em relacdo ao controle. A expressao génica foi
normalizada pela expressdo do snRNA endégeno RNU6EB. Os valores representam
a média de trés experimentos independentes.

5.2) Novo composto sintético LQB-223: Avaliacdo do efeito antitumoral e do

mecanismo de acao em linhagens de glioblastoma

O desenvolvimento de novas moléculas, com potencial antitumoral e com
uma ampla modulacdo de vias intracelulares oncogénicas, € importante no contexto
da quimiorresisténcia das neoplasias e, principalmente, no GB.

O presente estudo é uma continuacdo do trabalho desenvolvido durante a
monografia de conclusdo de curso. Verificamos na ocasido que o composto LQB-
223 reduziu a porcentagem de células viaveis na linhagem de GB U251, ap6s 72h
de incubacéao, para 55,9% na concentragcado de 5uM (p<0,001) e 48,5% em 10uM
(p<0,001) (Figura 5.4A).

Em seguida, foi observado que a concentracdo de 5,0uM do composto LQB-
223 induziu aumento na fragmentacdo do DNA em todos os tempos analisados.
Houve um acumulo na porcentagem de células em Sub-G0/G1, de 32,7% (p<0,001),
40,2% (p<0,001) e 37,2% (p<0,01), respectivamente, nos tempos de 24, 48 e 72h. A

inducao da fragmentagdo do DNA foi tempo dependente nas concentragdes de 10 e
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20uM do composto LQB-223. Observamos um aumento, estatisticamente
significativo, da porcentagem de células em sub-GO/G1, de 26,4%, apdés o
tratamento com 10uM de LQB-223 em 72 horas (p<0,05) (Figura 5.4B).
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Figura 5.4. Resultados preliminares do efeito antitumoral do novo composto
sintético LQB-223, na linhagem U251. Diferentes concentracdes do LQB-223
foram utilizadas ap6s os tempos de incubacédo de 24, 48 e 72h. Foi avaliada a
viabilidade celular (A), a fragmentacdo do DNA (B) e a morte celular por apoptose,
representada pela média das células anexinaV" (C) e pelo histograma de um dos
experimentos (D). Média de trés experimentos independentes * desvio padrao.
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 em relagdo ao DMSO. O Histograma contém a
porcentagem das células vivas (anexina V-/Pl-), em apoptose inicial (anexina V+/PI-
), em apoptose tardia (anexina V+/Pl+) e em necrose (anexina V-/Pl+). Resultados

gerados durante a monografia de concluséo de curso.
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O composto LQB-223 induziu um aumento significativo na porcentagem de
células anexina V", indicativo de morte celular por apoptose, nas trés concentracées
utilizadas, apds 48 e 72h de incubac&o. A porcentagem de células anexina V' apos
48h de incubagdo com o LQB-223 foi de 17,6% em 5uM (p<0,05), 17,7% em 10uM
(p<0,05) e de 22,5% em 20uM (p<0,05). Em 72h de incubacéo, observamos
porcentagens de 24,2% em 5uM (p<0,001), 24,9% em 10uM (p<0,001) e 20,7% em
20uM (p<0,05). (Figura 5.4C). Pelo histograma representativo dos experimentos &
possivel notar que o aumento nas células anexina V' ap0s a incubagdo com o

composto, levou a inducéo de apoptose tardia (Figura 5.4D).
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Figura 5.4. Resultados preliminares do efeito antitumoral do novo composto

sintético LQB-223, na linhagem U251. (Continuagédo da figura 5.4)
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Com base nos resultados iniciais foi dado prosseguimento ao estudo com o
novo composto, LQB-223, gerando parte do trabalho da presente dissertacédo de
mestrado. Avangcamos nos experimentos com a linhagem U251 e inserimos duas
novas linhagens de GB, buscando um melhor entendimento do potencial antitumoral

e mecanismo de acdo do composto LQB-223.

5.2.1) O LQB-223 modifica a morfologia celular das linhagens de GB

Com o intuito de observar se haveria modificacdo na morfologia celular das
linhagens de GB apds a incubagdo com o composto LQB-223, fotomicrografias
foram retiradas por um microscopico 6ptico, em diferentes tempos de incubacao e
concentracdo do composto (Figura 5.5). Verificamos que o composto LQB-223, em
ambas as concentragdes e tempos avaliados, induziu uma diminuicdo na densidade
celular, bem como um aumento do niumero de células ndo aderidas ao substrato da
garrafa e de formato arredondado, nas linhagens U251 (Figura 5.5A), T98G (Figura

5.5B) e A172 (Figura 5.5C). Tal fenébmeno é indicativo de morte celular.
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5.2.2) O composto LQB-223 reduz a viabilidade celular das linhagens de GB

A fim de avaliar o potencial de redugéo da viabilidade celular nas linhagens
celulares, T98G e Al72, induzida pelo composto LQB-223, foi realizado o teste de
viabilidade celular por MTT (Figura 5.6). O composto foi incubado durante 24, 48 e
72h nas concentragfes de 0,5; 1; 2,5; 5; 10 e 20uM. O composto LQB-223 reduziu a
viabilidade celular em ambas as linhagens tumorais no tempo de 72h. Verificamos
as seguintes porcentagens de células viaveis na linhagem T98G: 65,1% em 5uM
(p<0,001), 44,2% em 10uM (p<0,001) e 46,3% em 20uM (p<0,001) (Figura 5.6A).
Por outro lado, na linhagem Al172 a reducdo da viabilidade celular ocorreu em
menores niveis, com porcentagens de células viaveis de 63,9% em 10uM (p<0,05) e
62,2% em 20uM (p<0,01) (Figura 5.6B). A linhagem T98G foi mais sensivel ao
tratamento quando comparada com a linhagem A172, visto que apresentou

reducdes de células vidveis mais pronunciadas.
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Figura 5.6. Viabilidade celular das linhagens T98G e A172 apds incubag¢do com
0 novo composto LQB-223, avaliada pelo ensaio de MTT. Porcentagem de
células viaveis da linhagem T98G (A) e A172 (B) ap6s incubacdo com diferentes
concentracbes do LQB-223 por 24, 48 e 72h. Média de trés experimentos
independentes + desvio padrdo. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 em relacdo ao
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5.2.3) O composto LQB-223 diminui a formacédo de coldnias das linhagens de
GB

Dando prosseguimento ao estudo do efeito antitumoral do novo composto,
realizamos o experimento de formacdo de col6nias pelo ensaio clonogénico (Figura
5.7). Incubamos as linhagens com 2,5; 5; 10 e 20uM de LQB-223 por 24h, e apés
aguardar o crescimento das colbnias as placas coradas com cristal violeta foram
fotografadas. Observamos que o composto reduziu a formacao de colénias em todas
as concentracoes testadas, tanto na linhagem U251 (Figura 5.7A) quanto na T98G
(Figura 5.7B). As colbnias diluidas e quantificadas em espectrofotdmetro
corroboraram os resultados das placas fotografadas. Com reducdo na formacao de
colénias (niveis de viabilidade celular relativa), em relacdo ao controle (1,0), de 0,6
em 5uM, 0,3 em 10uM e 0,2 em 20uM, na linhagem U251 (Figura 5.7A). O mesmo
foi observado na linhagem T98G, com niveis de viabilidade celular relativa de 0,3 em
5uM 0,1, 10puM 0,1 e 20uM 0,1 (Figura 5.7B). Os dados obtidos sugerem que o

composto inibe proliferacdo nas linhagens de GB.
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Figura 5.7. Ensaio clonogénico de formag&o de coldnias da linhagem U251 e
T98G ap6s a incubacdo com o novo composto sintético LQB-223. Diferentes
concentragcbes de LQB-223 foram incubadas durante 48h e o meio trocado apos
esse periodo. Col6nias formadas apdés o tempo determinado foram coradas com
cristal violeta e fotografadas, além de serem diluidas e quantificadas em
espectrofotometro, na linhagem U251 (A) e T98G (B). Imagens representativas de

dois experimentos independentes.

5.2.4) O novo composto LQB-223 altera o perfil do ciclo celular nas linhagens
de GB

Com o propésito de melhor caracterizar os efeitos citotoxicos induzidos pelo
composto LQB-223, analisamos o conteudo de DNA de cada fase do ciclo celular

pela marcacdo com iodeto de propideo e leitura em citbmetro de fluxo. Foram
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utilizadas as concentracdes de 5, 10 e 20 uM de LQB-223 incubadas durante os
tempos de 24, 48 e 72h. (Figura 5.8 € 5.9).

O tempo de incubacdo de 24h foi utilizado nas analises do perfil do ciclo
celular (Figura 5.8). Foi observado um acumulo na porcentagem de células na fase
G2/M do ciclo celular de aproximadamente 75%, apds a incubacdo com as
concentracdes de 10 e 20 uM de LQB-223 nas linhagens T98G e A172 (Figura 5.8).
O mesmo perfil ndo foi observado nas linhagens incubadas com 5 pM do composto
(Figura 5.8).
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Figura 5.8. Histograma representativo do ensaio de ciclo celular das linhagens
T98G e Al72 apos incubagdo com o novo composto LQB-223, avaliado por
citometria de fluxo. As linhagens T98G e A172 foram expostas as concentracdes
de 5, 10 e 20uM de LQB-223 por 24h e analisadas quanto ao conteudo de DNA por

citometria de fluxo. Gréfico representativo de trés experimentos independentes.
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O ensaio da fragmentacdo do DNA quantifica por citometria de fluxo o nimero
de células com o DNA fragmentado, através da mensuracdo das células em sub-
GO0/G1. Para esta analise utilizamos os tempos de incubacdo de 24, 48 e 72h.
(Figura 5.9).

Observamos que na linhagem T98G a concentracdo de 5 UM do composto
induziu fragmentagdo do DNA nos trés tempos de incubacdo analisados, com
porcentagens de 26,5% em 24h (p<0,001), 39,9% em 48h (p<0,001) e 37,9% em
72h (p<0,001). As concentracbes mais elevadas de LQB-223, 10 e 20uM,
promoveram 0s maiores valores de fragmentacdo do DNA em 72h, com taxas de
37,7% em 10 pM (p<0,001) e 32,9% em 20uM (p<0,01). Nessas concentracdes a
inducao de fragmentacgéo parece ser tempo-dependente. (Figura 5.9A).

A inducdo de fragmentacdo do DNA na linhagem A172 n&do seguiu 0 mesmo
perfil observado na U251 (Figura 5.4C) e na T98G (Figura 5.9A). As concentracfes
de 5 e 10uM de LQB-223 induziram aumento na fragmentacdo do DNA nos trés
tempos analisados (Figura 5.9B). Entretanto, o0 aumento estatisticamente
significativo nas células em sub-G0/G1, ocorreu somente na concentracdo de 10 uM
com as taxas de 15,4% em 24h (p<0,05), 26,1% em 48h (p<0,05) e 20,7% em 72h
(p<0,05) (Figura 5.9B). Levando-se em consideracdo a técnica descrita, verificamos

qgue a linhagem A172 foi a menos sensivel entre as trés linhagens estudadas.
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Figura 5.9. Fragmentacdo do DNA da linhagem T98G e A172 apo6s incubacao
com o0 novo composto LQB-223, avaliada por citometria de fluxo. Porcentagem
de células em sub-G0O/G1 da linhagem T98G (A) e A172 (B) apos a incubagdo com
diferentes concentracdes do LQB-223 por 24, 48 e 72h. Média de trés experimentos
independentes * desvio padrao.*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 em relagdo ao DMSO.
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5.2.5) O composto LQB-223 induz morte celular por apoptose nas linhagens de
GB.

Tendo em vista que o LQB-223 diminui a viabilidade celular, induz
fragmentacdo do DNA e acumulo de células na fase G2/M do ciclo celular,
prosseguimos com o ensaio de anexina V/PI, avaliado por citometria de fluxo, a fim
de verificar uma possivel morte celular por apoptose induzida pelo composto. A
linhagem A172 foi incubada com as concentracdes de 5, 10 e 20 uM de LQB-223,
nos tempos de 48 e 72h. Consideramos um indicativo de morte celular por apoptose
o célculo das células anexinaV®, sendo a soma da apoptose inicial (anexina V*/PI)
com a apoptose tardia (anexina V*/PI"). (Figura 5.10).

O célculo da positividade das células anexina V, demonstrou que 0 composto
induz morte celular por apoptose na linhagem A172 (Figura 5.10A). Foi observado
um aumento estatisticamente significativo das células anexina V* de 18% na
concentragéo de 20 uM de LQB-223, em 24h (p<0,05) (Figura 5.10A). O histograma
representativo dos experimentos retrata o nimero de células vivas, em apoptose
inicial, em apoptose tardia, e em necrose (Figura 5.10B). Essa analise permite inferir
que o composto induz preferencialmente apoptose tardia, na linhagem A172 e nos
tempos estudados (Figura 5.10B), em concordancia com a alteracdo observada na
linhagem U251 (Figura 5.4D).
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Figura 5.10. Morte celular por apoptose da linhagem A172 apds incubacdo com
0 composto LQB-223, avaliada por citometria de fluxo. A linhagem A172 foi
incubada com diferentes concentracbes de LQB-223, por 48 e 72h, e avaliada
qguanto a inducdo de apoptose pela marcacédo de anexinaV/Pl em citbmeto de fluxo.
Representamos a inducio de apoptose pela média das células anexinaV® (A) e pelo
histograma de um dos experimentos (B). Células anexina V+ = apoptose inicial
(anexina V+/PI-) + apoptose tardia (anexina V+/Pl+). Média de trés experimentos
independentes + desvio padrdo. *p<0,05 em relagdo ao DMSO. O histograma
contém a porcentagem das células vivas (anexina V-/Pl-), em apoptose inicial
(anexina V+/PIl), em apoptose tardia (anexina V+/Pl+) e em necrose (anexina V-
[P1+).
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Considerando que somente a marcacao da exposicéo de fosfatidilserina nao é
suficiente para afirmar que as células se encontram em morte celular por apoptose,
avaliamos a ativagdo da proteina caspase-3 por WB, apés a incubacdo com 5 e 20
UM de LQB-223 em 24h, na linhagem U251 (Figura 5.11). A caspase-3 €
caracterizada como uma das proteinas efetoras da apoptose por clivar diversos
substratos e ser uma das responsaveis pela iniciacdo das alteracbes fenotipicas
desse evento. Essa proteina é ativada pela clivagem da sua forma inativa
(procaspase-3), elevando os niveis da sua forma ativa (caspase-3 clivada). Dessa
forma, confirmamos que o LQB-223 induz morte celular por apoptose na linhagem
U251, uma vez que houve diminuicdo dos niveis proteicos da procaspase-3 e
aumento da caspase-3 clivada, em ambas as concentracdes testadas (Figura 5.11).

U251

24h

LQB-223
CTRL DMSO 5uM 20pM

=== === == «+ |Procaspase-3

Caspase-3clivada

Hsc70

Figura 5.11. Ativacao da proteina caspase-3 na linhagem U251 apés incubacéao
com o composto LQB-223, avaliado por WB. A expressdao da proteina
procaspase-3 e caspase-3 clivada foi avaliada pela técnica de WB apds a incubacao
com 5 e 20 uM de LQB-223, no tempo de 24h. A expressao da proteina Hsc70 foi
utiizada como controle endbégeno. Figura representativa de dois experimentos

independentes.

5.2.6) O composto LQB-223 aumenta a fosforilacdo da histona H2AX na
linhagem T98G

Com o objetivo de avancar na caracterizagao e no entendimento dos eventos

iniciados pelo composto LQB-223 nas linhagens tumorais, avaliamos a fosforilacao
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da histona H2AX na linhagem T98G apés a incubacdo com 5 e 20 uM de LQB-223
em 24 e 48h (Figura 5.12).

Algumas terapias utilizadas para o tratamento do cancer induzem a quebra da
dupla fita do DNA, como a radiacao ionizante. A fosforilagdo da proteina H2AX € um
dos eventos inicias apds a quebra da dupla fita do DNA, sendo responséavel pela
amplificacdo do dano e pelo recrutamento de proteinas de reparo para a area da
lesdo (ROGAKOU, et al., 1999 ; TURINETTO e GIACHINO, 2015).

O composto LQB-223 induziu aumento na fosforilagdo da histona H2AX nos
tempos de 24 e 48h, e em ambas as concentragbes utilizadas (Figura 5.12). O
resultado demonstra que as alteracfes fenotipicas observadas nas linhagens de GB
incubadas com o LQB-223, podem ter sido desencadeadas ap0s a quebra da dupla
fita do DNA.

T98G

24H LQB-223 48H LQB-223

Controle DMSO 5uM  20uM Controle DMSO 5puM 20pM

— — —— | — —— | B -actina

Figura 5.12. Aumento da p-H2AX na linhagem T98G apéds incubacdo com o
novo composto sintético LQB-223, avaliado por WB. A fosforilagdo da histona
H2AX foi avaliada pela técnica de WB apés a incubacdo com 5 e 20 uM de LQB-
223, no tempo de 24 e 48h. A expressdo de B-actina foi utilizada como controle

enddgeno. Figura representativa de trés experimentos independentes.

5.2.7) O composto LQB-223 modula a via das MAP kinases ERK1/ERK2 em
linhagens de GB

A resisténcia ao tratamento no GB pode ser parcialmente explicada pela
desregulacéo da via dos fatores de crescimento, como a amplificacdo e a mutacéo
em genes dos RTKs. Cerca de 50% dos pacientes com GB apresentam mutacao e

amplificacdo em RTKs, como o EGFR (Receptor de fator de crescimento epidermal)
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(Cancer Genome Atlas Research, 2008). Nessas condicfes, as vias associadas aos
RTKs encontram-se mais ativas, como a via das MAP kinases ERK1/ERK2,
resultando, por exemplo, em uma maior proliferacdo nas células transformadas.

Com o objetivo de progredir no entendimento do mecanismo de a¢éao do LQB-
223, avaliamos a capacidade de modulacdo do composto de uma importante via
desregulada em células de GB, a via das MAP kinases ERK1/ERK2. Para isso,
analisamos a expressdo de algumas proteinas integrantes dessa via por WB, nas
linhagens U251 e T98G, apls a incubagdo com 5 e 20 uM de LQB-223 nos tempos
de 24 e 48h (Figura 5.13).

Verificamos que houve uma diminuigdo pronunciada nos niveis de fosforilagdo
da proteina ERK na linhagem U251 (Figura 5.13A) e na T98G (Figura 5.13B), em
ambas as concentracfes e tempos avaliados. Nao foi observada alteracdo da forma
total da proteina ERK na linhagem U251 (Figura 5.13A). Entretanto, houve reducéo
da sua expressdo na concentragdo de 20uM em 48h, na linhagem T98G (Figura
5.13B).

A proteina Ras também foi avaliada no estudo. A Ras é uma GTPase que na
sua forma ativa esta ligada ao GTP (Guanosina trifosfato), e uma de suas funcdes é
fosforilar a proteina Raf, induzindo a ativagdo da via Raf/MEK/ERK. Muta¢Bes no
gene de RAS sao encontradas em 25% dos canceres humanos e muitos esforgos
foram e sdo empregados na descoberta e no estudo de moduladores dessa proteina
(RYAN, et al., 2015). Dessa maneira, procuramos verificar se o LQB-223 modularia a
expressdo da proteina Ras na linhagem U251, incubada com as concentracdes de 5
e 20 UM durante 24 e 48h. Foi observada uma diminuicdo nos niveis da proteina

Ras em ambas as concentracdes e tempos analisados (Figura 5.13A).
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Figura 5.13. Modulacdo da via das MAP kinases ERK1/ERK2 nas linhagens

U251 e T98G apds incubacdo com o novo composto sintético LQB-223,
avaliado por WB. A expressdo da proteina Ras, ERK e p-ERK foi avaliada pela
técnica de WB apds incubacdo com 5 e 20 uM de LQB-223, por 24 e 48h, na
linhagem U251 (A) e T98G (B) . A expressao de Hsc70 e B-actina foram utilizadas
como controle end6geno. Figura representativa de trés experimentos independentes.

5.2.8) O composto LQB-223 altera o perfil de expressédo do microRNA-7
Os microRNAs podem estar diferencialmente expressos nas linhagens de GB,
podendo influenciar a sensibilidade ou a resisténcia a terapia (BESSE, et al., 2013).

Um novo composto que apresente o potencial de modular a expressdao dos

microRNAs, a fim de gerar uma sensibilidade das células a terapia padrdo, ou até
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mesmo ao seu efeito, torna-se relevante. Por essa razdo, avaliamos a expressao
relativa dos microRNA-7 e -125b na linhagem U251, e do microRNA-7 nas linhagens
T98G e A172 pelo método de qRT-PCR apds a incubacao de 5 e 20uM de LQB-223
por 24h (Figura 5.14).

Na linhagem U251, as concentracbes de 5 e 20uM de LQB-223, incubadas
durante 24h, modularam a expresséao relativa do microRNA-7 (Figura 5.14A). Nessa
linhagem, o nivel de expressao relativa do microRNA-7 aumentou em 2,9 e 5 vezes
(p<0,01) em relagcéo ao controle, respectivamente, nas concentragdes de 5 e 20 uM
(p<0,01) de LQB-223 (Figura 5.14A). Em relacdo ao microRNA-125b, houve um
aumento em sua expressao relativa de 1,8 e 2,4 vezes de forma nao significativa,
apos a incubacao com 5 e 20uM de LQB-223, respectivamente (Figura 5.14A).

Como citado anteriormente, o novo composto diminui a ativacdo da via das
MAP kinases ERK1/ERK2 na linhagem U251 e T98G e levou a um aumento nos
niveis de expressdo do microRNA-7 na linhagem U251. Esse microRNA é um
regulador negativo da via das MAP kinases ERK1/ERK2, por inibir a expressao do
MRNA de EGFR e da proteina Rafl (KEFAS, et al., 2008 ; WEBSTER, et al., 2009).
Com o propoésito de melhor compreender o mecanismo de acao do LQB-223 e com
o respaldo da literatura de que o aumento do microRNA-7 pode ser o responséavel
pela regulacdo da via Raf/MEK/ERK, expandimos a analise de sua expressao para
as outras linhagens de GB (Figura 5.14B e Figura 5.14C).

Um aumento, ndo significativo, nos niveis de expressao relativa do microRNA-7
de 2,5 e 2,3 vezes foi observado na linhagem T98G apdés a incubag¢do com 5 e 20
UM, respectivamente, de LQB-223 em 24h (Figura 5.14B). Na linhagem A172 néo
houve modulacdo nos niveis de expressdo do microRNA-7 em todas as condi¢des
analisadas (Figura 5.14C). A presenca do aumento nos niveis de expressao do
microRNA-7 na linhagem T98G, reforca a participacdo dessa molécula no
mecanismo de acdo do LQB-223.
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Figura 5.14. Quantificacao relativa dos niveis de microRNA, nas linhagens de
GB U251, T98G e Al172 apéds incubacdo com o novo composto sintético LQB-
223, avaliado por gRT-PCR. A expressao relativa do microRNA-7 e do -125b foi
avaliado na linhagem U251 (A) e a do microRNA-7 na linhagem T98G (B) e A172
(C), apds incubacdo com 5 e 20 uM de LQB-223 por 24h. Os niveis de expressao

relativa
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6) DISCUSSAO

O GB é o subtipo mais comum entre os gliomas, representando 55,1% do total
dos gliomas diagnosticados, e o subtipo mais maligno dentre os tumores do SNC
(OSTROM, et al., 2015). Pacientes com esse tumor evoluem para o 0bito, em média,
12 meses apds o diagnostico independente do protocolo terapéutico utilizado. Tal
fato ocorre, principalmente, pela alta taxa de resisténcia a terapia. Estudos
gendmicos de larga escala, demonstram altas taxas de mutacdo e amplificacdo nos
genes participantes da via de RTK/Ras/Raf/MEK/ERK1/2 nesse tumor (CANCER
GENOME ATLAS RESEARCH NETWORK., 2008). A superativacao dessa via € uma
das alteracdes que auxiliam a iniciacdo e a evolucdo do GB, além de contribuir para
a aguisicdo de um fenotipo resistente a terapia padrdo. A presente dissertacao
buscou melhor compreender os mecanismos de resisténcia a radiacdo ionizante,
bem como o potencial da nova molécula, o LQB-223, em sobrepujar esses
mecanismos e inibir o processo de crescimento tumoral.

Nossos dados iniciais da caracterizacdo do perfil de radiorresisténcia
demonstram que doses baixas de radiacao ionizante (2Gy e 4Gy) nao fragmentam
o DNA das linhagens em nenhum tempo observado, e induzem uma parada na fase
G2/M do ciclo celular somente no tempo de 6h, com posterior normalizagao do perfil
do ciclo celular. Enquanto, doses altas (8, 16 e 24 Gy) fragmentam o DNA de duas
linhagens das trés analisadas a partir de 48h de exposicdo, além de induzir uma
parada em G2/M mais prolongada, até 48h ap6s a exposi¢do. Tratamentos que
induzem a quebra da dupla fita do DNA, como a radiagdo ionizante, ativam
mecanismos complexos de reparo ao dano. Em sintese, ocorre inicialmente uma
parada na fase do ciclo celular e ativagcdo de mecanismos de reparo ao dano, como
a Recombinacdo Homologa (HR) e a Recombinacdo ndo-Homologa (NHEJ), caso o
dano ndo seja reparado, a morte celular por apoptose € induzida (ROOS e KAINA,
2006). A fragmentacdo do DNA é um dos eventos que podem ocorrer durante a
morte celular por apoptose, entretanto somente a sua avaliagdo ndo é suficiente
para confirmar esse tipo de morte celular. Diante de tais informacdes, & possivel
inferir que as linhagens de GB apresentaram resisténcia as baixas doses de
radiacdo ionizante, induzindo uma parada no ciclo celular rapida e transiente, com
provavel reparo do dano. Entretanto, com o aumento das doses e
consequentemente do dano ao DNA, a parada no ciclo celular € mais prolongada na
tentativa de reparar esse dano. A inducao de fragmentacdo do DNA, nas linhagens
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U251 e T98G, em tempos e doses superiores, pode ser explicada por um reparo de
dano ineficiente, enquanto a nao inducéo na linhagem A172 por um reparo eficiente.

A avaliagdo de sensibilidade a radiacdo ionizante proposta no estudo,
demonstrou que a linhagem A172 apresenta um perfil radiorresistente. Levando-se
em consideracdo algumas caracteristicas moleculares diferenciais entre as
linhagens de GB e a sua relagdo com a resisténcia a radiagcéo ionizante, sabemos
que a presenca de EGFR mutado somente € encontrado na linhagem U251. E que
sua expressao nos tumores causa resisténcia a radiacdo ionizante (MUKHERJEE, et
al., 2009); enquanto que a presenca de mutacdo no gene TP53, € encontrado tanto
na linhagem U251 quanto na T98G, e tal mutacdo na presenca de outras, da via
ATM/Chk2/p53 contribuem para a resisténcia a radiagdao (SQUATRITO, et al., 2010).
Além disso, a maioria dos grupos que estuda a resisténcia a radiacdo ionizante,
utiliza a linhagem A172 como um modelo de TP53 selvagem, e sensivel a radiacéao
ionizante, inclusive quando comparada a linhagem U251 (SHEN, Y. et al., 2011),
Somente um trabalho publicado mostrou que a linhagem A172 demonstra um perfil
radiorresistente. No estudo, foi mostrado que a linhagem possui TP53 mutado, e nao
houve fragmentacdo do DNA até a dose de 20Gy. Também foi demonstrado
sensibilidade a radiagdo quando o gene de TP53 foi re-expresso por terapia génica
(BADIE, et al., 1999). A parada na fase G1 do ciclo celular costuma ser preferencial
em tumores com TP53 selvagem, enquanto nos tumores com 0 gene mutante a
parada costuma ocorrer em G2/M (KASTAN e BARTEK, 2004), o que reproduz o
que foi observado na linhagem T98G. E possivel inferir que na linhagem A172, com
0 tempo prolongado de cultura tenha ocorrido mutagdes em outros genes da via de
reparo ao dano, como em Chk2, ATM ou até mesmo no gene de TP53, o que
poderia explicar o seu perfil radiorresistente (SQUATRITO et al., 2010). A analise de
diferentes mutacdes, em 34 linhagens de glioblastoma, revelou uma taxa de
mutacdo em TP53 de 76,5% (ISHII, et al., 1999), valor este superior a taxa de 31%
encontrada em pacientes (ONGAKI et al., 2004). Tal diferenca demonstra que as
linhagens acumulam mutac¢des ao longo de suas passagens. Para confirmar o perfil
de radiorresisténcia em nossas linhagens (A172>T98G>U251) é fundamental a sua
melhor caracterizacao, atraves de outros ensaios, como por exemplo, a analise de p-
H2AX, além da avaliacdo de possiveis moléculas envolvidas no perfil da linhagem
irradiada. Uma dessas moléculas sdo os microRNAs, que regulam a expressao
génica de forma pos transcricional de diversos processos de uma célula tumoral,

inclusive os relacionados com resisténcia a terapia (GOMES, et al., 2016). Apos
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exposicdo a radiacdo ionizante foram observadas alteracbes em inumeros
microRNAs das linhagens de GB, indicando o envolvimento dessas moléculas na
resposta diferencial ao tratamento (CHAUDHRY, et al., 2010 ; NIEMOELLER, et al.,
2011). Além disso, evidéncias sugerem que a modulacdo de p53 e seus alvos, por
microRNAs oncogénicos contribuem para a resisténcia a terapia (BESSE, et al.,
2013 ; HERMEKING, 2012), sendo o microRNA-125b um dos principais reguladores
dessa via (LE, et al., 2011). Portanto, prosseguimos com a caracterizagéo do perfil
de radiorresisténcia da linhagem U251, investigando os niveis do microRNA-125b
apos a exposicao a radiacdo ionizante, na tentativa de correlacionar a modulacéo de
sua expressédo com o perfil analisado. A linhagem U251 foi exposta as doses de 8 e
16Gy, e apos 24 e 48h a expresséo relativa do microRNA-125b foi verificada. Houve
um aumento nos niveis de expressao do microRNA-125b, embora néo significativo,
apos o tratamento, em ambas as doses de 8 e 16Gy, apos 24h. Porém, em 48h os
niveis de expressédo deste microRNA foi diminuido na dose de radiacdo de 16Gy, de
forma nao significativa.

O aumento dos niveis do microRNA-125b em 24h pode ter contribuido para a
resisténcia observada no ensaio de fragmentacdo de DNA, nas mesmas condicdes.
Por outro lado, a diminuicdo de sua expressdao em 48h apos a exposicado de 16Gy,
sugere a perda de uma molécula oncogénica, que pode contribuir para a via de
supressdo tumoral e inducdo de aumento na fragmentacdo do DNA no tempo de
48h. Nao existem relatos na literatura, no entanto, sobre 0 mecanismo pela qual a
radiacdo ionizante é capaz de alterar os niveis dos microRNAs. TAN e
colaboradores (2012) publicaram que o estresse induzido por radiagdo ultravioleta é
capaz de aumentar os niveis de microRNA-125b. Esse aumento foi mediado pela
ativacdo de NF-kB (Nuclear Factor kB), induzido pela radiagdo ultravioleta. NF-kB
ativo se liga ao promotor do gene do microRNA-125b, aumentando a sua
transcricdo. Também, foi descrito que a radiacao ionizante aumenta a expressao de
NF-kB, induzindo a radiorresisténcia (MAGNE, et al., 2006). Diante dessas
informacdes, torna-se relevante avaliar a contribuicdo do NF-kB na regulacdo da
expresdo do microRNA-125b. Com as técnicas utlizadas, em nosso modelo
experimental, ndo podemos afirmar que a modulagdo do microRNA-125b contribui
na alteracdo do perfil de radiorresisténcia. Portanto, iremos prosseguir com o estudo
avaliando a expressdo do microRNA-125b ap0s a radiacdo ionizante em um maior

namero de linhagens de GB. E se os resultados forem promissores, reduziremos a
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sua expressao utilizando antagomiRs e verificaremos se ocorre sensibilizacdo ao
tratamento.

O tratamento de pacientes com GB teve pouco avanco nos ultimas décadas,
sendo a Ultima alteracédo realizada ha 11 anos com a insercdo do quimioterapico
TMZ, o qual proporcionou um ganho de sobrevida de 2,5 meses (STUPP, et al.,
2005). Pela falta de opcdes terapéuticas, muitas moléculas recém-desenhadas ou
utilizadas no tratamento de outras neoplasias, estdo sendo testadas em pacientes
com GB (ALIFIERIS e TRAFALIS, 2015).

O presente estudo investigou o papel do composto LQB-223, quanto ao seu
potencial efeito antitumoral em linhagens de GB. Observamos que o LQB-223
modula caracteristicas essenciais de uma célula tumoral induzindo perda de adesao,
reducdo na viabilidade e proliferacédo celular, parada na fase G2/M do ciclo celular e

morte celular por apoptose (Figura 6.1).

LQB-223

Perda de Motta
% celular por
adesao
apoptose
Reducéo da Parada na Reducao de
viabilidade fase G2/M proliferagao
celular do ciclo
celular

Figura 6.1 Resumo das alteracdes induzidas pelo composto LQB-223 nas
linhagens de glioblastoma (GB). Figura expondo as diferentes respostas das

linhagens de GB mediante ao tratamento com o LQB-223.
Iniciamos a investigacdo do potencial antitumoral do LQB-223 através de um

ensaio de viabiliadade celular por MTT, no qual demonstra que as concentracdes de

10 e 20pM reduzem a porcentagem de células viaveis, em aproximadamente 50%
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no tempo de 72h nas trés linhagens analisadas, sendo a reducéo na linhagem A172
em menores niveis. Somente dois trabalhos foram publicados avaliando o LQB-223
como uma molécula promissora para tratamento do cancer. Em ambos, a viabilidade
celular, apdés a incubacdo com o composto, foi verificada em um total de sete
linhagens de diferentes tipos tumorais (leucemias, carcinoma de colon, melanoma e
GB), e 0 IC50 foi calculado (concentracdo maxima de um farmaco que é necessaria
para inibir 50% da viabilidade celular) (BUARQUE, et al., 2011 ; BUARQUE, et al.,
2014). Nesses trabalhos, o IC50 das linhagens analisadas ndo ultrapassou a faixa
de 3uM de LQB-223, o que indica que em nossas linhagens ha a necessidade de
maiores concentracdes do composto de forma a verificarmos reducdes de
viabilidade celular significativas. No entanto, a redugdao na viabilidade celular
observada nas linhagens de GB com o composto LQB-223 se torna relevante
guando comparamos tal achado com um trabalho do nosso grupo que analisa a
reducdo da viabilidade celular com a TMZ. Esse experimento demostrou que nao
houve reducdo da viabilidade celular das linhagens de GB ao tratamento com a
TMZ, até a concentracdo de 1000 uM (BERNARDO, P.S., dados nao publicados).
Algumas caracteristicas Sdo nhecessarias para que um novo composto seja
promissor, dentre elas a seletividade, ou seja, que a molécula possua alta toxicidade
para as ceélulas tumorais, e baixa para as células normais. Para responder essa
questdo, BUARQUE, C.D. e colaboradores (2014) coletaram linfécitos do baco de
camundongos Swiss saudaveis, cultivaram em cultura, e trataram com 10uM de
LQB-223. N&o foi observado reducéo da viabilidade celular, ap6s o tratamento o que
pode indicar uma baixa toxicidade do composto LQB-223 para o sistema imune. Em
estudos in vivo, o composto foi bem tolerado quando administrado por gavagem em
camundongos Swiss na concentracao de 50 e 100 mg/Kg, uma vez ao dia durante
trés dias (CORTOPASSI, et al., 2014). Além disso, dados ndo publicados do nosso
grupo demonstraram que o composto LQB-223 nado reduz a viabilidade celular em
PBMC de individuos saudaveis, até a concentracdo de 20uM. Portanto, sendo o
LQB-223 seletivo para as células tumorais, aprofundamos o estudo de forma a
verificar o seu efeito na proliferacdo celular e na indugédo de morte por apoptose.
Ocorreu uma reducéo na formacédo do nimero de colbnias em nossas linhagens a
partir de 2,5uM de LQB-223, indicando que o composto inibe a proliferagao celular.
Em seguida, ao avaliar o perfil do ciclo celular observamos uma parada na fase
G2/M, ap0s a incubacdo com as concentracbes de 10 e 20uM de LQB-223,
reforcando o achado de que houve reducdo na proliferacdo celular. A parada em
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qualquer fase do ciclo celular costuma indicar algum dano ao DNA, com possivel
inducdo de morte. Assim sendo, confirmamos a morte celular por apoptose ao
tratamento com o composto pelo aumento da exposicdo de fosfatidilserina, da
fragmentacdo do DNA e da expressdo de capase-3 clivada. Além dos resultados
citados, foi observada perda de adeséo celular ao fundo da garrafa, provavelmente
como consequéncia do processo de morte celular. Todas as alteracdes observadas
no GB estdo de acordo com os resultados da literatura e também em estudos do
nosso grupo. Um estudo utilizando as linhagens K562, Lucena e FEPS de leucemia
mieldide crbnica tratadas com o composto LQB-223, observou reducdo na
proliferac&o celular pela incorporacéo de [°H]-Timidina, parada na fase G2/M do ciclo
celular, além de uma alta taxa de fragmentacdo do DNA (BUARQUE, et al., 2014).
Dados do nosso grupo em linhagens de cancer de mama, mostram uma reducdo na
proliferacédo celular pelo ensaio clonogénico e um aumento na inducdo de morte por
apoptose demonstrado pela marcacdo de anexinaV e reducdo de pro-caspase-7, -9
e -3 (LEMOS, L.G.T., dados nao publicados).

Quando avaliamos a resposta das linhagens a radiacdo ionizante, foi
verificado que ocorreu parada na fase G2/M do ciclo celular, independente do status
do gene de TP53. De forma semelhante, o efeito antitumoral ocorreu tanto nas
linhagens com o gene da TP53 mutado (U251 e T98G) quanto na linhagem com o
gene selvagem (A172). Reforcando tal observacéo, os dados no modelo de cancer
de mama mostram que o composto foi citotéxico nas linhagens MCF-7 (P53
selvagem) e MDA-MB-231 (P53 mutado), e que o efeito na MCF-7 pode estar
relacionado ao aumento dos niveis das proteinas p53 e p21 (LEMOS, L.G.T., dados
nao publicados). A inducdo de morte celular, de forma indepentende de p53,
induzida pelo LQB-223, tem potencial relevancia para os tumores com altas taxas de
mutacdo em seu gene, como no GB no qual a mutagcdo ocorre em 31% dos
pacientes (OHGAKI, et al., 2004).

A andlise dos trabalhos publicados, e em andamento com o LQB-223, nos
revela mais uma informacédo. Dentre as linhagens testadas em células da leucemia
mieldide crbnica, temos a K562 como a parental, e a Lucena e a FEPS, ambas
exibindo fendtipo MDR e derivadas da K562. Apesar do fendtipo de resisténcia, a
atividade citotoxica do LQB-223 foi demonstrada nas trés linhagens de LMC
(BUARQUE, et al., 2014). Dessa forma, ressaltamos a seletividade do composto
para linhagens com perfil MDR. Resultados ndo publicados do nosso grupo
demonstram que o LQB-223 apresenta efeito citotoxico em uma linhagem resistente
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ao quimioterapico citarabina em células da leucemia mieldide aguda e também em
linhagem de cancer de mama resistente ao quimioterapico doxorrubicina.

Diferencas quanto as alterac¢des induzidas pelo novo composto LQB-223, nas
linhagens de GB, tornam-se evidentes quando comparamos o tratamento de 5uM
com o de 10 e 20uM. As mais altas taxas de fragmentacdo do DNA séo induzidas
apos a incubacdo com 5,0uM de LQB-223, em todos os tempos analisados,
enquanto as concentragbes de 10 e 20uM induzem aumento na fragmentagdo do
DNA de forma tempo dependente, atingindo os maiores niveis em 72h. Tais
observacdes ocorrem de forma mais pronunciada nas linhagens U251 e T98G. Além
disso, a concentracdo de 5uM do composto nao induziu parada na fase G2/M do
ciclo celular, sendo esse fenbmeno somente observado apos a incubacdo com 10 e
20uM de LQB-223. A inducéo de fendtipo diferencial pode ocorrer na dependéncia
da concentracdo de um composto, como ocorre com o docetaxel, um quimioterapico
utilizado principalmente para o tratamento de cancer de mama (HERNANDEZ-
VARGAS, et al., 2007). Em células de cancer de mama in vitro, baixas
concentracfes de docetaxel sdo capazes de induzir mitose aberrante seguido por
necrose tardia, enquanto altas concentracdes induzem parada no ciclo celular e
apoptose. Além disso, baixas concentracdes induziram uma alta taxa de
fragmentacdo de DNA que ndo se repetiu em concentracdes mais elevadas
(HERNANDEZ-VARGAS, et al., 2007). Esse fato demonstra que o LQB-223 pode
atuar de formas diferentes de acordo com a concentracdo utilizada, sendo
necesséria a continuidade da avaliacdo de seu efeito antitumoral, bem como a
melhor compreensé&o do seu mecanismo de agéo.

A partir dos resultados observados, onde o composto LQB-223 demonstrou
potencial atividade antitumoral em células de GB, o estudo prosseguiu nha
investigacdo do mecanismo de acado. Pelo fato do composto induzir diminuicdo na
viabilidade e proliferagdo celular iniciamos a investigacdo do mecanismo de acéo
verificando algumas proteinas integrantes do eixo EGFR/Raf/MEK/ERK. Este
apresenta grande importancia na carcinogénese do GB e na resisténcia ao
tratamento padrdo (HATANPAA, et al.,, 2010). Houve reducdo da expressdo da
forma total da proteina Ras, assim como da fosforilagdo de ERK (Figura 6.2). Com o
proposito de investigar a modulacdo de algumas proteinas dessa via e a morte
celular observada, os niveis de expressdao do miR-7 e do miR-125b foram
verificados. O LQB-223 aumentou o0s niveis de expressdo do miR-7 em duas das
trés linhagens de GB analisadas (Figura 6.2), e da expressédo do miR-125b, embora
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de forma né&o significativa, na linhagem U251. Baseado no fato de que a principal via
oncogénica suprimida pelo miR-7, é a via dos RTKs, além de ter sido descrito
regulando duas proteinas inibidoras da apoptose (ZHAO, et al., 2015), sugerimos
gue o aumento do miR-7 seja um dos fatores responsaveis pela reducdo dessa via e
a inducdo das alteracbes observadas. Além disso, uma maior fosforilagdo da
proteina H2AX foi observada, o que levanta questionamentos de como o composto
LQB-223 estaria induzindo a quebra na dupla fita do DNA (Figura 6.2).

Em relacdo ao aumento, ndo significativo, dos niveis de miR-125b, algumas
hipdtese séo levantadas. Caso a expressao deste microRNA diminuisse poderiamos
relacionar tal fato com o mecanismo de acdo do LQB-223, visto que no Nnosso
modelo de estudo sua expressao aumentada, conforme j& descrito (WU, et al., 2013)
favorece a oncogénese e inibe a apoptose induzida pelo agente citotdéxico, o acido
trans-retindico (XIA, et al., 2009). Uma possibilidade plausivel seria a de que este
leve aumento nos niveis do microRNA-125b fosse um mecanismo inicial, utilizado
pela linhagem do nosso estudo, a fim de tentar reverter a morte celular induzida pelo
composto LQB-223. Entretanto, esse mecanismo € pouco provavel uma vez que o
composto induziu morte celular na linhagem U251, possivelmente pela maior
inducéo de vias de supresséo tumoral.

Com base em todas as alteragbes induzidas nas linhagens de GB pelo
composto LQB-223 e os trabalhos publicados, ou em andamento, sobre esse
composto, possiveis mecanismos de acdo foram propostos. O primeiro eixo de
regulacéo foi o aumento do miR-7 induzido pelo LQB-223, colaborando na reducao
da via oncogénica EGFR/Ras/Raf/MEK/ERK1-2. Outra hip6tese sobre a regulacao
dessa via seria pela acdo do LQB-223 como um inibidor da atividade tirosina
guinase desse receptor. Por ultimo, e explicando a quebra da dupla fita do DNA e
outros fendbmenos, o composto LQB-223 pode estar atuando como um inibidor de
topoisomerase | e lla. (Figura 6.2).

Um dos mecanismos de acdo propostos para as alteracdes observadas nas
linhagens de GB induzidas pelo LQB-223, foi através do aumento do microRNA-7 e
sua repressdo da via oncogénica EGFR/Ras/Raf/MEK/ERK1-2. De acordo com a
literatura, 0 miR-7 atua em GB como um supressor tumoral, reduzindo a viabilidade,
a proliferagdo celular, a metastase e a invasao tumoral, bem como o aumento de
morte celular por apoptose (KEFAS, et al., 2008 ; WU, et al., 2011 ; WANG, et al.,
2013 ; LIU, et al., 2014a ; BABAE, et al., 2014). A inducdo dos diversos fenotipos de

supressao tumoral séo explicados principalmente pela capacidade dessa molécula
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de regular a sinalizacao ativada pelo EGFR por multiplos alvos. Isto pode ocorrer de
forma direta através da regulacdo negativa da expressdo génica de EGFR e Rafl
(WEBSTER, et al., 2009), ou pela reducao de forma indireta da fosforilacdo de AKT
e ERK (KEFAS, et al., 2008 ; WANG, et al., 2013). O efeito antitumoral do
quimioterapico docetaxel (HE, et al., 2015) e de um composto natural denominado
curcumina (MA, et al., 2014), tém sido justificado pelo aumento dos niveis de
expressdo do microRNA-7. Dessa forma, podemos explicar o aumento do
microRNA-7 ou até mesmo a inibicdo da expressdo da proteina Ras induzido pelo
LQB-223 nas linhagens de GB, por meio de uma regulacdo no nivel transcricional.
Até o momento dois fatores de transcrigcdo foram descritos aumentando a expresséo
do micro-RNA-7: o c-Myc pela ligacao em sua regido promotora em linhagem de
cancer de pulméao (CHOU, et al., 2010) e o FOXP3 pela ligacdo em regides proximas
do seu gene, em cancer de mama (MCINNES, et al., 2012). Nosso grupo
demonstrou que a atividade antitumoral de outro composto, denominado LQB-118,
em linhagens de leucemia mieléide aguda (LMA) foi associada a modulacdo dos
fatores de transcricdo FoxO3a and FoxM1 (NESTAL DE MORAES, et al., 2014).
Porém, em células de leucemia mieldide crénica, a modulacdo da localizac&o
subcelular de NFkB (Fator nuclear potencializador do gene polipeptideo kappa leve
em células B) parece estar relacionada a alteracdo dos niveis de expressdo de
microRNA-9 e — 21 (DE FARIA, et al., 2015). A regulacédo dos microRNAs induzidas
pelo tratamento com compostos naturais tem surgido como uma nova estratégia
para o tratamento do cancer, especialmente quando combinado com terapias
convencionais (SETHI, et al., 2013). Em conformidade, a inducéo de sensibilidade a
terapia com radiacdo ionizante € descrita apés o aumento de expressdo de miR-7
(LEE, et al., 2011).

Outra hipotese levantada em nosso estudo, e que poderia explicar a
modulacdo da via ativada pelo EGFR pelo novo composto, seria a sua atuagao
como um inibidor da atividade tirosina quinase. Em relacdo a estrutura quimica da
LQB-223 (fusdo do grupamento benzocarbazol com a sulfonamida), observou-se
que quando a estrutura do benzocarbazol foi preservada, pela retirada do
grupamento sulfonamida ou pela troca por outro grupamento, altas concentracdes
de LQB-223 foram necessérias para induzir a IC50 nos testes de viabilidade celular.
Isso demonstra que a presenca da sulfonamida € essencial para a inducdo do
mecanismo antitumoral (BUARQUE, et al., 2011 ; BUARQUE, et al., 2014).

Ultimamente diversos compostos contendo a sulfonamida em sua estrutura, estao
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sendo sintetizados e analisados, demostrando significativa atividade antitumoral por
uma variedade de mecanismos de acdo (SCOZZAFAVA, et al., 2003), inclusive
como potenciais inibidores da atividade tirosina quinase de EGFR (LUO, et al.,
2011).

Outra hipotese sobre o0 mecanismo de acdo do LQB-223 é a de que este
composto induz o aumento da fosforilagdo da histona H2AX, um marcador de
quebra de dupla fita de DNA, bem como as outras alteragcdes observadas pela
inibicdo de topoisomerase. Trabalhos publicados e em andamento, do nosso grupo,
utilizando abordagens de modelagem molecular e ensaios de atividade enzimatica,
demonstram que o LQB-223 é um inibidor das topoisomerases. A observacao de
que o LQB-223 se intercala no sitio da topoisomerase |, responsavel pela clivagem
do DNA, sugere a sua atuacdo como um inibidor ndo competitivo, tal como o inibidor
topotecano (CORTOPASSI, et al.,, 2014). Além disso, dados ndo publicados do
nosso grupo, demonstram que o LQB-223 € um inibidor catalitico da topoisomerase
Ila, e sugere se ligar ao sitio ATPase dessa enzima. Huang e colaboradores (2003),
mostraram que a fosforilacdo de H2AX em resposta ao dano ao DNA foi induzida
pela inibicdo de topoisomerase | e topoisomerase Il, e que tal evento se correlaciona
com a fase do ciclo celular em que a célula se encontra. Além disso, o estudo foi
realizado em linhagens leucémicas, no qual a inibicdo das topoisomerases levam a
quebra de dupla fita do DNA, constatado pelo aumento da fosforilacdo de H2AX,
estimulando a célula & morte celular por apoptose associada a quebra de dupla fita
(HUANG, et al., 2003). Estudos iniciais com inibidores de topoisomerase |, a
camptotecina, irinotecano e o NKTR-102, e os inibidores de topoisomerase II, o
etoposideo e o teniposideo, vém demonstrando eficacia contra linhagens de GB in
vitro (TAMURA, et al., 2012). Além disso, o estudo com o NKTR-102 se encontra em
fase Il, para o tratamento de GB resistentes ao bevacizumab (NCT01663012).

O acumulo de conhecimento a respeito do novo composto, adquirido pelo
nosso grupo, e pelos grupos de pesquisadores colaboradores, nos permite propor
possiveis mecanismos de acdo envolvidos no efeito antitumoral do composto LQB-
223 nas linhagens de GB. Pretende-se analisar as hipoteses levantadas em nosso
estudo no projeto de doutorado do autor da presente dissertagdo. Temos como
objetivos expandir as analises do efeito antitumoral do composto LQB-223 para
modelos de xenotransplante de GB em camundongos imunodeficientes, bem como
melhor caracterizar o mecanismo pelo qual o LQB-223 induz a quebra da dupla fita
do DNA.
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Nucleo

Figura 6.2 Mecanismo de acdo proposto sobre o modo de atuagdo do
composto LQB-223 nas linhagens de glioblastoma (GB). Resumo das alteracdes
no nivel proteico e de microRNAs induzidas pelo LQB-223, bem como propostas de
eixos de regulacdo. A via é representada na sua forma ativa e na presenca do
composto. As setas vermelhas indicam um aumento dos niveis de fosforilagdo da
proteina H2AX e da expressdo de miR-7, enquanto as setas azuis indicam uma
reducdo da expressdo de Ras e da fosforilacdo de ERK1/2. Os eixos de regulacéo
hipotetizados sdo representados pelas setas verdes. A reducdo da ativacédo da via
de EGFR/Ras/Raf/MEK/ERK1/2 induzida pelo LQB-223, pode ser explicada através
do aumento da expressao do miR-7, e/ou pela acdo do composto como um possivel
inibidor da atividade tirosina quinase do EGFR. A inducao de quebra de dupla fita do
DNA pelo LQB-223 pode ser explicada pelo aumento de p-H2AX, esclarecida pela

atuacao da molécula como um inibidor de topoisomerase | e lla.
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7) CONCLUSOES

Em relacdo a caracterizacdo do perfil de radiorresisténcia, nossos dados
apontam para uma maior resisténcia das linhagens estudadas as baixas doses de
radiacdo ionizante, enquanto a linhagem A172 mostrou-se mais resistente a todas
as doses utilizadas. O aumento do microRNA-125b na linhagem U251, induzido pela
radiacdo ionizante, sugere o seu papel na aquisicao de um perfil resistente.

O novo composto LQB-223 possui um grande potencial antitumoral tanto nas
linhagens de GB sensiveis quanto nas resistentes a radiacéo ionizante. O seu efeito
antitumoral engloba a reducéo na viabilidade e na proliferacdo celular, um acumulo
na fase G2/M do ciclo celular, aumento da fragmentacdo do DNA e da morte celular
por apoptose. Os nossos dados também sugerem que o0 composto LQB-223 é
possivelmente um indutor de quebra de dupla fita do DNA. Os efeitos observados
podem ser parcialmente explicados pelo aumento na expressao do miR-7, e inibicao
da via das MAPK ERK1/2 em diferentes niveis.
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