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RESUMO

Glioblastomas (GBs) sdo as neoplasias de astrocitos mais agressivas € mais comuns
que acometem o sistema nervoso central (SNC). O regime terapéutico atual consiste em
quimioterapia, radioterapia e, quando possivel, remocao cirargica. Porém, a alta agressividade
e a resisténcia das células tumorais frente a acdo dos quimioterapicos ¢ bastante evidente, o
que resulta em uma expectativa de vida média de 15 meses. A temozolomida (TMZ) ¢ o
quimioterdpico padrdo atualmente utilizado, e o seu uso combinado ao de farmacos
adjuvantes tém sido importante foco de pesquisa na area. Nesse aspecto, destacam-se os
inibidores das vias bioquimicas de PI3K/Akt e ERK, que estdo relacionadas com crescimento,
invasdo e manuten¢do tumoral, capazes de potencializar o efeito citotoxico promovido pela
TMZ. Diversos sdo os mecanismos de resisténcia 8 TMZ ja descritos na literatura, dentre eles,
estdo as células-tronco de glioma (GSCs). Estas células ndo sdo afetadas pelos tratamentos
convencionais e sao responsaveis pelos altos indices de recorréncia da doenga. Sabe-se que o
cultivo de células em hanging drops sao capazes de aumentar marcadores desse tipo celular,
em especial CD133. Desta maneira, o objetivo deste projeto, foi avaliar se a inibi¢ao das vias
de PI3K/Akt e ERK combinadas com o tratamento de TMZ sdo capazes de sensibilizar as
cé¢lulas de GB, aumentando os indices de morte ja existentes em linhagens sensiveis e
sensibilizando as linhagens que se mostram intrinsecamente resistentes a TMZ, tanto em
cultivo em monocamada como também em modelos 3D. Nossos resultados mostraram que o
uso do inibidor de PI3K (LY294002) e do inibidor de ERK (U0126), ambos na concentragao
de 10 uM, isolados ou combinados com TMZ (100 uM) foram capazes de promover maior
citotoxicidade e inibir proliferacao celular em comparacdo com o tratamento Unico com o
quimioterapico. Calculos de unidades arbitrarias de autofagia e marcacdo por laranja de
acridina sugerem que o tratamento com ambos os inibidores promove um aumento no
percentual autofagico das linhagens resistentes a TMZ (U87RTMZ e T98G) quando
comparadas com as linhagens sensiveis (U87MG e A172), sugerindo que esta ativacdo pode
representar um mecanismo de resisténcia tumoral. Adicionalmente, a sugestdo de modulagao
da via autofagica foi corroborada com o aumento da expressdo da proteina Bcl-2 frente ao
tratamento combinado de U0126+TMZ para a linhagem T98G. De forma muito interessante,
a combinagdo de ambos os inibidores com TMZ diminuiu a formagdo de esferdides em
hanging drops e aumentou caracteristicas fenotipicas relacionadas a morte celular, em ambas
as linhagens sensiveis e intrinsicamente resistentes 8 TMZ. Dados preliminares sugerem que a
expressdo de RECK e RECKvar3, possivelmente modulando os niveis de MMP2 e 9, podem
estar envolvidos na modulagdo da responsividade aos inibidores. Em conjunto nossos
resultados mostram o potencial do uso combinado de TMZ e os inibidores das vias de PI3K e
ERK na sensibiliza¢do de células de glioblastoma humano a morte celular, sugerindo RECK
como um possivel alvo molecular a ser explorado nesse contexto.

Palavras-Chave: Glioblastoma.Temozolomida. PI3K/Akt. ERK. RECK.



ABSTRACT

Glioblastomas (GBs) are the most aggressive and most common astrocyte neoplasms
affecting the central nervous system (CNS). The current therapeutic regimen consists of
chemotherapy, radiation therapy and, when possible, surgical removal. However, the high
aggressiveness and resistance of the tumor cells to chemotherapeutic agents is quite evident,
resulting in an average life expectancy of 15 months. Temozolomide (TMZ) is the standard
chemotherapy currently used, and its use combined with adjuvant drugs has been an important
focus of research in the area. In this aspect, we highlight the inhibitors of the biochemical
pathways PI3K/Akt and ERK, which are related to tumor growth, invasion and maintenance,
capable of potentiating the cytotoxic effect promoted by TMZ. Several are the mechanisms of
resistance to TMZ already described in the literature, among them are the glioma stem cells
(GSCs). These cells are not affected by conventional treatments and are responsible for the
high recurrence rates of the disease. It is known that the culture of cells in hanging drops are
able to increase markers of this cell type, especially CD133. Thus, the aim of this project was
to evaluate whether inhibition of PI3K/Akt and ERK pathways combined with TMZ treatment
are able to sensitize GB cells, increasing the death rates already existing in sensitive lines and
sensitizing lines that are intrinsically resistant to TMZ, both in monolayer culture and in 3D
models. Our results showed that the use of PI3K inhibitor (LY294002) and ERK inhibitor
(U0126), both at 10 uM concentration, alone or combined with TMZ (100 uM) were able to
promote greater cytotoxicity and inhibit cell proliferation compared to treatment with
chemotherapy alone. Calculations of arbitrary autophagy units and acridine orange labeling
suggest that treatment with both inhibitors promotes an increase in the autophagic percentage
of TMZ-resistant strains (U§7RTMZ and T98G) when compared to sensitive strains (U87MG
and A172), suggesting that this activation may represent a mechanism of tumor resistance.
Additionally, the suggestion of modulation of the autophagic pathway was corroborated with
increased Bcl-2 protein expression upon combined treatment of U0126+TMZ for the T98G
strain. Most interestingly, combinations of both inhibitors with TMZ decreased hanging drops
spheroid formation increased cell death related phenotypic characteristics in both TMZ
sensitive and intrinsically resistant strains. Preliminary data suggest that expression of RECK
and RECKvar3, possibly modulating MMP2 and 9 levels, may be involved in modulating
responsiveness to inhibitors. Taken together our results show the potential of the combined
use of TMZ and the inhibitors of the PI3K and ERK pathways in sensitizing human
glioblastoma cells to cell death, suggesting RECK as a possible molecular target to be
explored in this context.

Keywords: Glioblastoma. Temozolomide. PI3K/Akt. ERK.RECK.
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1. INTRODUCAO

As células da glia sdo populagdes celulares residentes do SNC, compostas por uma
diversidade de tipos celulares, dentre eles: astrocitos, oligodendrdcitos, ependimdcitos e
microgliocitos (LENT, 2012). Neoplasias que acometam qualquer uma das células da glia sao
chamadas de maneira geral de gliomas. (BLACKBURN et al., 2009). Dentre os glioma, os
tumores derivados de astrocitos sdo os mais prevalentes e esses também sdo chamados de
astrocitomas, sendo que o astrocitoma de maior grau de agressividade ¢ chamado de
glioblastoma (GB) (LOUIS et al., 2016). Este tipo tumoral acomete principalmente idosos
acima de 70 anos apresentando uma taxa de sobrevida média de cerca de 4 meses na auséncia
de tratamento. Porém, mesmo com o tratamento atual envolvendo quimioterapia, radioterapia
e quando possivel, remogao cirurgica, a taxa de sobrevida méaxima ¢ de cerca de 15 meses,
fazendo com que as opgdes terapéuticas atuais para GB tenham eficacia reduzida (MAIRet
al.,2021; THAKKAR et al., 2014).

A quimiorresisténcia de células com caracteristica de células-tronco tumorais ocorre,
em partes, pelas chamadas de glioma stem cells, (GSC), as quais ndo sdo acometidas pela
citotoxicidade dos tratamentos convencionais e possuem alteracdes em diversas vias de
sinalizacdo, gerando maior proliferacdo, invasdo, propensdo metastitica e sobrevivéncia
tumoral (STROBELE et al., 2015). Dentre os marcadores de GSCs, o CD133 (ou promina-1)
¢ o mais conhecido, envolvido na ativacdo de diferentes vias bioquimicas, dentre elas
JAK/STAT, Wnt/B catenin, Notch, TGFp, PI3K /AKT, Hedgehog e NFkB (AGHAJANI et
al.,2019).

A ativacdo constitutiva do receptor de tirosina quinase (RTK) em tumores fosforila
PI3K, que por sua vez, ativa PIP3, responsavel por atuar como um sitio de ancoragem para
Akt e PDK1, levando a ativacdo de fatores intermedidrios responsaveis pela transformagao
celular, aumento da motilidade, sobrevivéncia, crescimento e sintese de proteinas, resisténcia
a drogas e proliferagdo celular (LI et a/,2016). Estudos tém demonstrado que a combinacao de
inibidores de PI3K e ERK como drogas adjuvantes ao quimioterapico temozolomida (TMZ)
demonstram efeitos citotoxicos importantes em modelo de glioma (CHAKRAVARTI et al.,
2004; SHI et al., 2017; PREVO et al., 2008), evidenciando a importancia de se caracterizar
alvos moleculares chaves nesse processo de sensibilizacdo e modulacdo dos fendtipos de

morte e invasao celular.
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De fato, a alta capacidade invasiva das células tumorais de GBs a tecidos adjacentes
¢ uma caracteristica marcante nesse tipo de tumor, sendo consequéncia da elevada degradacao
de matriz extracelular (ECM), que ¢ essencial para processos como crescimento, migracao e
diferenciagdo celular. Dentre as proteinas remodeladoras da ECM podemos citar as
metaloproteinases de matriz (MMPs), que podem ser inibidas pela glicoproteina de membrana
chamada RECK. A expressdao de RECK ¢ baixa ou suprimida em diferentes tipos tumorais,
porém quando sua expressdo ¢ restaurada, RECK atua inibindo atividades invasivas e
metastaticas do tumor por regular negativamente a secrecao e atividade, entre outros alvos, de
diferentes metaloproteinases de matriz, como MMP-2, MMP-9, MMP-14 (BERGERS et al.,
2010; OH et al., 2001; STETLER-STEVENSON, 1999; TAKAHASHI et al, 1998).

Recentemente, Trombetta-Lima e colaboradores descreveram transcritos alternativos
para RECK que parecem possuir papéis opostos na biologia de GB. Interessantemente, o
transcrito alternativo RECKvar3 relaciona-se diretamente com o prognostico do paciente.
Tumores com uma maior expressdo de RECK candnico em relagdo ao transcrito alternativo
RECKvar3 esta correlacionada com uma maior taxa de sobrevida geral dos pacientes. Além
disso, linhagens de GB que superexpressam RECK nao demonstraram alteragdes de
crescimento celular ou alteracdo do potencial clonogénico das células, porém, linhagens que
superexpressam RECKvar3 mostraram importante aumento da independéncia de ancoragem e
crescimento celular, o que sugere possivel fungdo pro-oncogénica destas células
(TROMBETTA-LIMA et al., 2015).

Atualmente, a grande maioria dos estudos em cancer realizados in vitro consistem no
cultivo de células em modelos 2D, no entanto, a busca por novas formas de cultivo que se
assemelhem ao microambiente tumoral para estudos in vitro tem sido uma importante
ferramenta no desenvolvimento de estudos que envolvam mecanismos de biologia celular
(LEDUR et al., 2017). Em se tratando de GB, ¢ importante destacar a presen¢a das GSCs
junto a populagdo celular heterogénea que compde o tumor (ZUCCARINI et al., 2018). Estas
células ndo sdo tdo afetadas por terapias padrdo, pois apresentam maior capacidade de reparo
do DNA, capacidade de auto renovagdo, maior resisténcia a morte por apoptose € maior
capacidade invasiva, sendo parcialmente responsaveis pela caracteristica de malignidade e
agressividade de GB (GAO et al., 2017; JIAPAER et al., 2018; ZUCCARINI et al., 2018;
CHENG et al., 2011). Visando modelos que promovam o estudo das interagdes célula-célula
ou célula-microambiente tumoral e aspectos de arquitetura e funcionamento celular vistos em
ambientes in vivo, técnicas de padronizacdo para um modelo de estudos em hanging drops

estao sendo consolidadas (WEISWALD, et al., 2015). Dados da literatura mostram que a
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inibicao da via PI3K/Akt, pode sensibilizar as GSCs ao processo de morte, reduzindo taxas de
proliferagdo e o potencial invasivo de GB, apresentando-se como um potencial terapéutico
para aumentar a eficiéncia da TMZ também frente a essa subpopulacdo de células resistentes
(IQBAL et al., 2016; ZUCCARINI et al., 2018).

Diante do exposto acima, a utilizacdao de inibidores da via de PI3K/Akt e MEK/ERK
mostram-se como potenciais alvos para serem utilizados como adjuvantes terapéuticos com o
objetivo de aumentar a citotoxicidade no tratamento por TMZ em células de glioma humano,
atuando também frente a subpopulagdo de células consideradas resistentes. A caracterizagdo
de alvos moleculares e dos processos que medeiam a potencializagdo da citotoxicidade em
células de glioblastoma humano com diferentes graus de agressividade e resisténcia a TMZ,
bem como explorar a a¢do adjuvante desses inibidores em modelo 3D de formagdo de
esferoides sdo aspectos importantes a serem explorados no contexto de resisténcia tumoral de

glioblastoma, os quais esse trabalho visa contribuir.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Cancer

Segundo defini¢ao do Instituto Nacional do Cancer (INCA), cancer ¢ o nome de um
vasto conjunto de mais de 100 doengas que compartilham entre si uma alta capacidade celular
replicativa e um elevado potencial metastatico. No ano de 2020, a totalidade de casos de
incidéncia de cancer primario entre homens e mulheres no Brasil ultrapassou 600 mil casos e
destes, cerca de 1/3 tiveram o desfecho de obito (INCA, 2021).

Em um cenario mundial, segundo a organiza¢dao mundial da saude (do inglés, WHO)em
2018, foram notificados mais de 18 milhdes de casos de cancer no mundo.Sendo que destes,
mais de 8 milhdes tiveram desfecho de dbito. As projecdes apontam que para 2040, sdo
esperados 29,4 milhdes de novos casos (WHO, 2020).

Esses valores sdo mais pronunciados em paises de baixa economia ¢ o aumento latente de
casos se justifica, a0 menos em partes, devido ao aumento na expectativa de vida da
populagdo. Outro aspecto relevante em politicas publicas relacionadas ao tratamento contra
cancer ¢ o da produgdo cientifica. Paises desenvolvidos possuem maior producdo cientifica e
isso possui impacto direto na ado¢do de medidas em satde publica de combate ao cancer
quando comparado a paises subdesenvolvidos ou emergentes, como o Brasil (COSTA, 2019).
Além disso, sabe-se que estilo de vida e fatores ambientais sdo fatores relevantes para o
contexto de desenvolvimento tumoral. Segundo o Sumario Executivo de Ag¢des e Politicas
Preventivas publicado pelo INCA, 30% da totalidade de casos dos principais tipos de cancer
pode ser evitados quando adotadas medidas que incluem alimentagdo, nutricdo e atividade
fisica (INCA, 2009).

Além dos fatores supracitados, mutacdes na carga genética de um individuo e
modulagdes de carater epigenético e ndo epigenético também sdo relevantes para o contexto
de promogdo tumoral. Tais processos podem ser altamente especificos de um individuo, ou
ainda, comuns para alguns tipos tumorais definidos, como mutagdes no gene TP53 que € a
mutacdo mais comum presente em tumores humanos, BRCA1 e BRCA2 observados
principalmente em cancer gastrico, endométrio, mama e pancreas ¢ mutagoes em PTEN e
PI3KCA, observados em cancer de mama, tiredide, endométrio, pulmao e gliomas
(MARTINCORENA, et al., 2016). Especificamente para o contexto de GBs, os principais

oncogenes que se encontram superexpressos sdo o receptor do fator de crescimento
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epidérmico (EGFR), proteina tumoral 53 (p53), isocitrato desidrogenase 1 (IDHI),
neurofibromina 1 (NF1) e fosfatase homodlogo de tensina (PTEN) (MUIR, et al., 2020).

2.2. Sistema nervoso central

Dentre a totalidade de casos de cancer supracitados (em torno de 600 mil),
apresentados pelo INCA para todo o territério brasileiro cerca de 10 mil foram casos de
cancer relacionados com o sistema nervoso central (SNC). Tal nome ¢ dado para as estruturas
neurais presentes no cranio € ao longo da coluna vertebral, possuindo estruturas celulares
como neuronios e células gliais. Enquanto que os neurdnios sdo responsaveis pela producao
de sinais bioelétricos, as células da glia exercem a fun¢do de sustentacdo e manuten¢do dos
neuronios e defesa do SNC (LENT, 2010; MENESES, 2015). Estas células sdo divididas em
astrocitos, oligodendrdcitos, microgliocitos e ependimocitos com fungdes na regulacdo de
ions, nutrientes € mensageiros quimicos préximos a neurdnios, formacao da bainha de mielina
para conducao de impulsos nervosos, manutencdo tecidual e prote¢do do SNC na defesa

contra agressores (LENT, 2010; MENESES, 2015).

2.3. Gliomas

Gliomas sao as neoplasias mais comuns que afetam o SNC. Sao tumores que afetam
astrocitos e oligodendrocitos e a classificacdo segundo a organizacdo mundial da saude
(WHO, 2020) divide estes em astrocitomas (quando derivados de astrdcitos),
oligodendrogliomas (quando derivado de oligodendrécitos) e oligoastrocitomas (quando de
natureza mista, derivados de astrécitos e oligodendrocitos).  Estes trés grupos sao
isoladamente classificados em quatro graus de malignidade, sendo que os que recebem o grau
IV de classificacdo sdo os mais agressivos dentre os subtipos (WESSELING, et al., 2018).

A classificacdo histologica, embora bastante criticada por ndo levar em conta fatores
genéticos, ainda ¢ utilizada. Ela classifica os tumores em quatro graus de acordo com aspectos
histologicos como celularidade, ativagdo mitdtica e pontos de necrose (OMURO, 2018). Sao
eles:

Grau I: Astrocitoma pilocitico

Grau II: Astrocitoma difuso

Grau III: Astrocitoma anaplésico

Grau IV: Glioblastoma
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2.4. Glioblastomas

Os GB correspondem a mais de 45% dos tumores cerebrais, acometendo
principalmente criangas (0,15 a cada 100.000 casos) e idosos de 75 a 84 anos (15,03 a cada
100.000 casos) (estudos realizados na populagdo estadunidense). Apesar da baixa incidéncia,
a agressividade deste tipo tumoral € o que justifica a necessidade de estudos na area, pois,
somente 5% dos individuos diagnosticados sobrevivem por cinco anos. Este nimero ¢ ainda
mais reduzido de acordo com a idade, sendo que somente 2% dos pacientes com mais de 65
anos possuem taxa de sobrevida superior a cinco anos (WIRCHING, 2016). Além disso, afeta
1,7 vezes mais homens do que mulheres (RHUN et al., 2019). Segundo a Organizacdo
Mundial da Satide (WHO), uma das possiveis classificacdes para GB ¢ a auséncia de mutacdo
nos genes que codificam para isocitrato desidrogenase (IDH) do tipo 1 e 2. Essa classificagao
¢ possivel, pois 90% dos GBs possuem IDH tipo selvagem, sendo que a presenca de mutagdes
no IDH indica que possivelmente trata-se de gliomas de baixo grau e o progndstico, portanto,
¢ favoravel. Além disso, mutacdes como amplificagdo de EGFR (receptor de fator de
crescimento epidérmico), mutagdes de ganho de funcdo do cromossomo 7 e perda de funcao
do cromossomo 10 (+7/-10) e muta¢des no promotor de transcriptase reversa da telomerase
(TERT), incorporam padrdes moleculares de diagndstico da doenca (RHUN, et al., 2019;
WESSELING, et al., 2018).

2.5. Tratamento

A terapéutica atual para GB envolve remogao cirtrgica, radioterapia e quimioterapia,
sendo a temozolomida (TMZ) (Temodal®), o principal quimioterdpico atualmente utilizado,
descoberto ainda na década de 80 e aprovado para uso em cancer de SNC pelo FDA (Foods
and Drugs Administration) em 2005. Trata-se de um agente alquilante oral que promove
metilagdes em bases do DNA, principalmente nas regides O°% N da guanina e N* da adenina,
formando metil-guaninas e/ou metil-adenina (ME- O6, ME-N7 e ME-N3), promovendo
citotoxicidade, levando a parada de replicacao do DNA, encaminhando essas células a morte
por apoptose (TAYLOR et al., 2015; FUKAI et al., 2014; JIAPER, 2018).

O uso da TMZ como estratégia terapéutica aumenta a expectativa de vida dos
pacientes com GB em cerca de 2 anos. Porém, ja foram descritos diferentes mecanismos de

resisténcia ao uso deste farmaco. Dentre eles, destacam-se: a presenca da maquinaria
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enzimatica O°-metilguanina-DNA-metiltransferase (MGMT), que remove as metilacdes
citotoxicas geradas pelo uso da TMZ, restabelecendo assim a fita de DNA, que continuaré o
processo de replicacdao, promovendo assim o crescimento/ restabelecimento tumoral a longo
prazo. Sabe-se que os niveis de metilagdo de MGMT estdo diretamente relacionados coma
taxa de sobrevida dos pacientes, nos quais, na presenca do promotor d¢ MGMT metilado ha
um aumento da taxa de sobrevida quando comparado com o mesmo promotor ndo metilado.
Segundo estudo publicado por Heigi e colaboradores em 2005, pacientes com GB tratados
com TMZ e radioterapia que possuiam o promotor d¢ MGMT metilado, tiveram uma taxa de
sobrevida média de 21,7 meses, quando comparado com 15,3 meses dos pacientes que nao
possuiam a metilagdo em questdo (HEIGI, 2005). Além disso, estudos demonstram que a
atividade de MGMT ¢ aumentada quando ha recorréncia tumoral quando comparada com sua
expressdo no tumor primario (WIEWRODT, 2008). Tais informagdes, fazem da maquinaria
MGMT um dos principais alvos na terapia anti-GB (JIAPER, 2018; JACKSON, 2019).

Outro importante mecanismo de resisténcia a TMZ ¢é a presencga de células de GB com
caracteristicas de células-tronco, as chamadas glioma stem cells (GSCs). Tais células possuem
uma quimiorresisténcia natural e um estagio de quiescéncia. Além disso, possuem alta
capacidade de restaurar danos no DNA, alta capacidade de resistir a apoptose ¢ alta expressao
de transportadores ABC (JIN, et al; 2017).

A autofagia, processo de degradag¢ao de moléculas e/ou organelas frente a um estimulo
estressante, também pode consistir em um mecanismo de resisténcia frente ao tratamento com
TMZ por possuir um papel dual, pois embora possa encaminhar as células de GB aos
mecanismos de morte, também pode atuar como mecanismo de resisténcia por possuir papel
protetivo nas células de GB, através da reducdo dos indices de apoptose e da regulacdo da

atividade de proteinas da familia das caspases (HE, ef al; 2019).
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Figura 1. Mecanismos de resisténcia a TMZ.

Mecanismos de resisténcia das células de GB a TMZ
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Nota: A presenca de células-tronco de gliomas (esquerda) compondo a massa tumoral altamente heterogénea,
torna o tratamento por TMZ parcialmente ineficaz. Estas células ndo sdo levadas a processos de morte pelas
terapias convencionais por entrarem em um processo de quiescéncia. Apds determinado periodo, essa
subpopula¢ao celular retoma o ciclo celular, sendo responsaveis pelas altas taxas de recidiva desse tipo tumoral.
Outro mecanismo de resisténcia visto no GB ¢ a presenca da maquinaria MGMT (direita). Essa maquinaria
promove a retirada das metilagdes citotoxica que foram causadas pela TMZ, inviabilizando assim o
encaminhamento dessas células tumorais para processos de morte. Ainda, a modulagido do processo de autofagia
pode gerar o estabelecimento da massa tumoral por atuar diretamente na modulagdo de vias de sinaliza¢do
envolvidas na indugdo apoptotica, como as vias das capases.

Além dos mecanismos de resisténcia ao uso da TMZ, outras problematicas que
impedem a eficacia do tratamento atual para GB, sdo a capacidade altamente proliferativa e
invasiva das cé¢lulas de GB, que impedem a destrui¢do do tumor, a alta heterogeneidade intra
e inter-tumoral, que faz com que seja mais dificil definir alvos moleculares para atuarem
nessas diferentes populagdes celulares que formam a massa tumoral, o ndo encapsulamento da
massa tumoral em local bem delimitado, a necessidade de caracteristicas altamente lipofilicas

dos farmacos, para que atravessem a barreira hematoencefalica, a natureza tumoral intrinseca
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de resisténcia a apoptose e mecanismos de expulsdo de drogas por transportadores de
membrana (JIAPER, 2018; STROBELE, 2015).

Nesse sentido, surge a necessidade de se identificar novas vias moleculares que
estejam envolvidas diretamente no contexto tumoral, com o objetivo de selecionar novos
alvos farmacologicos mais especificos e assim melhorar o tratamento e, por conseguinte, a
expectativas de vida dos pacientes. Interessantemente, inibidores da via PI3K/Akt e de ERK
estdo sendo amplamente estudados em ensaios clinicos em pacientes com GB, demonstrando

potencial sensibiliza¢do das células frente a terapia convencional por TMZ (LI ef al., 2016).

2.6. Potencial uso dos inibidores LY294002 ¢ U0126 na modulacdo das vias de
sinalizagao de PI3K/Akt e MEK/ERK

2.6.1. LY294002

As enzimas fosfoinositideos 3 quinase (PI3K), ligam-se a cauda intracelular de
receptores tirosina quinase (RTKs) que sdo ativados por RTKs ou GPCRs (receptores
acoplados a proteina G), que s3o responsaveis por fosforilar o fosfolipideo de membrana
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) em fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3). Um
segundo mensageiro responsavel por atuar como sitio de ancoragem para PDK-1 ¢ AKT. As
PI3Ks da classe 1A sdao heterodimeros, ativadas por RTKs que possuem uma subunidade
reguladora (p85) e uma subunidade catalitica (p110), frequentemente mutadas e encontram-se
hiperativadas em muitos tumores humanos (WALKER, ef al., 2000).

PI3K ¢ uma enzima da familia de lipideos quinases com diversas fungdes celulares
vitais como proliferagdo, migragdo, diferenciacdo e mobilidade celular. J4 ¢ bem descrito o
papel de PI3K na progressdo de diferentes doencas como osteoporose, epilepsia e cancer
(MAZUMDER, et al., 2018). Dentro do contexto tumoral, a utilizacdo de inibidores de PI3K
tétm se mostrado efetivo quando utilizado como droga adjuvante em conjunto com
quimioterdpicos para promover morte celular. Em um estudo realizado por Chakravarti e
colaboradores mostrou que pacientes com GB e ativagdo oncogénica da via PI3K/Akt
(medido por indices de fosforilacao de componentes-chave da via) possuem taxa de sobrevida
reduzida se comparada com pacientes sem tal ativagdo (CHAKRAVARTI ef al., 2004). Um
segundo estudo realizado por Shi e colaboradores em 2017, mostrou que a combinacdo de

TMZ, radiacdo ionizante e um inibidor de PI3K (GDC-0941) foram capazes de reduzir
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viabilidade, invasdao e migracao para a linhagem T98G, sabidamente resistente ao tratamento
por TMZ (SHI et al., 2017).

Dentre os inibidores da via de PI3K/Akt, o inibidor LY294002 (Figura 2) possui
destaque para este trabalho. Trata-se de um composto sintético altamente estdvel em solugao,
desenhado baseado no flavondide quercetina amplamente utilizado na biologia celular. Ainda,
parece ser capaz de aumentar a sensibilidade das células de GB frente a citotoxicidade
induzida pela TMZ e radiac¢do ionizante. Em um estudo publicado por Prevo e colaboradores
em 2008, mostrou que a inibi¢do da via PI3K pelo inibidor LY294002 (10 uM por 1 h apds
radiagdo de 4Gy) foi capaz de sensibilizar células da linhagem U251MG de GB a morte
celular por supressdo de mecanismos de reparo de dano no DNA quando submetidas a
radioterapia (terapia adjuvante), aumentando o efeito apoptdtico da terapia de radiacdo
(PREVO et al., 2008). Também foi demonstrado que o inibidor LY294002 (5 uM por 48h)
tratado em conjunto com a TMZ (10 uM por 48h) foi capaz de aumentar citotoxicidade e
inibir invasdo celular em linhagem de GB (U87MG) quando comparado com o tratamento
isolado de TMZ (CHEN, et al., 2012). Mais recentemente, Zajac e colaboradores
demonstraram o papel de aumentar toxicidade e diminuir invasdo frente ao inibidor
LY294002 (10 uM) em conjunto com a TMZ (50 uM) para linhagem T98G, intrinsecamente
resistente 8 TMZ por até 48 h. Demonstraram ainda que ha um aumento do fluxo autofagico
em detrimento da taxa de apoptose e que isso esta correlacionado também com estresse de

reticulo endoplasmatico (ZAJAC, et al., 2021).

2.6.2. U0126

A proteina quinase 1 ativada por mitogénos (MEKI1), também conhecida como
MAP2K1, ¢ uma proteina quinase com alvo conhecido a jusante do proto-oncogene serina /
treonina quinase Raf-1 e estd a montante da quinase regulada por sinal extracelular (ERK). A
via de MEK/ERK possui importantes fungdes na proliferagdo, sobrevivéncia, diferenciagao e
plasticidade neuronal (WANG, et al., 2018).

Uma ampla variedade de inibidores da via de MEK sdo atualmente investigadas em
ensaios pré-clinicos ou clinicos para o tratamento de diferentes doengas, incluindo o cancer.

Nesse sentido, o U0126 (1,4-diamino-2,3-diciano-1,4-bis (2-aminofeniltio) butadieno) (Figura
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2), um potente inibidor nao-competitivo e seletivo de MEK 1 e 2, possui importante fungao
sobre ERK/MAPK, alvos a jusante da via de MEK possui efeitos bem caracterizados. Tal
inibidor tem demonstrado ser eficiente in vitro e in vivo para estudar as fungdes de MEK1/2
(JING, et al., 2018; WANG, et al., 2018). Em um estudo publicado por Lind e colaboradores
em 2006, foi demonstrado que o uso de U0126 (10 uM por 24 h) em linhagem de glioma
murino (C6) foi capaz de diminuir invasao e migracao das células (LIND, et al., 2006). Outro
estudo utilizando da mesma linhagem, mas tratado com U0126 (30 nM por 24h) e TMZ (500
UM por 24 h) mostrou que o tratamento combinado foi capaz de reduzir parametros de
proliferacdo, migra¢do e invasdo quando combinado com o tratamento isolado de TMZ
(WANG, et al., 2016). Ainda, um estudo utilizando linhagens resistentes 8 TMZ mostrou que
houve mudangas fenotipicas e cariotipicas/ frente ao tratamento com UO0126 (10 uM)
isoladamente ou em combinacdo com TMZ (100 uM), sem alterar padrdes de migragdo

celular (STEPANENKO, et al., 2016).

Figura 2. Via de sinalizacdo PI3K/Akt e MEK/ERK. Representacdo esquematica do mecanismo de agéo
do inibidor LY294002 ¢ U0126
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FONTE:O autor (2020).

Nota: No esquema acima ¢ demonstrado a via de sinalizagdo PI3K/Akt e MEK/ERK. E o mecanismo de acdo
dos inibidores LY29002 e U0126, que inibe a fosforilagdo nas por¢des p85 e pl10q de PI3K e do inibidor
U0126 que inibe a fosforilagao de MEK1/2.

2.7. O gene RECK: um alvo da via de PI3K/Akt

O gene RECK (proteina rica em cisteina indutora de reversao com motivos de
Kazal) ¢ encontrado em todas as células que constituem o corpo humano e fisiologicamente,
sua funcdo ¢ controlar o equilibrio entre constru¢do e destruicdo da matriz extracelular
(ECM). RECK ¢ traduzido em uma glicoproteina de mesmo nome, que possui fun¢do de
inibir MMPs (metaloproteinases de matriz) que degradam a ECM. Além disso, RECK atua
como um indutor de novos vasos, processo conhecido como angiogénese, através de
interagdes com VEGF (fator de crescimento endotelial vascular). Tais caracteristicas fazem de
RECK um importante fator na biologia do cancer.A forma candnica de RECK ¢ encontrada
inibida em diferentes tipos tumorais e diferentes oncogenes como Ras e MYC, atuam como
inibidores de RECK (ALEXIUS-LINDGREN, 2014; NODA, 2003).

De forma interessante, em um estudo prévio realizado em nosso grupo de pesquisa,
foi observado que a inibi¢do da via de PI3K/Akt pelo inibidor LY294002 foi capaz de reduzir
os niveis de expressao (RT-qPCR) do transcrito alternativo de RECK (RECKvar3) em modelo
de melanoma humano (linhagem 1205Lu) se comparada com a expressao de RECK canonico
(RECK) (JACOMASSO et al., 2019).

Vale destacar que, em dados descritos previamente pelo grupo, observamos que o
tratamento da linhagem que superexpressa RECKvar3 (U87TMG-RECKvar3) com TMZ nao
foi capaz de induzir indices significativos de citotoxicidade celular, enquanto que para outras
linhagens, como U87MG parental, US7MG-EGFP (controle com vetor de superexpressao
vazio) e U87MG-RECK (que superexpressa da forma canoénica do gene RECK), o mesmo
tratamento induziu morte entre 20 e 30% (compativel com resultados anteriores do grupo),
evidenciando que, além de maior agressividade tumoral, a linhagem U87MG-RECKvar3 pode

estar relacionada com maior resisténcia frente ao quimioterapico TMZ (SPISILA, 2018).

2.8. Modelos de cultivo celular 3D — formagao de esferoides por hanging drops
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Atualmente o modelo mais utilizado para as analises in vitro utiliza de metodologias
de cultivo em monocamada. Porém, esta técnica apresenta baixa reprodutibilidade quando
comparada a modelos animais, ndo mimetiza a totalidade de interagdes observadas um
ambiente in vivo (ANTONI et al., 2015).

Além das limitagdes de estudos supracitados, outra importancia observada nos
estudos que utilizam de metodologias de cultivo em esferoides ¢ a capacidade de estudar
populagdes de células tumorais com caracteristicas de células-tronco (do inglés, cancer stem
cells (CSCs)). Sabe-se que as células que compde a massa tumoral possuem caracteristicas
heterogéneas, exibindo diferentes fendtipos que podem estar relacionados com as células
normais a que deram origem. Dessa maneira, nem todas as células presentes no tumor,
possuem as mesmas caracteristicas proliferativas para crescimento e manutengdo tumoral.
Nesse sentido, as CSCs compreendem um fundamental grupo responsavel pela auto-
renovagdo do tumor (LOBO, 2013). Diante disso, dados do nosso laboratério mostraram que
o cultivo celular tridimensional utilizando a metodologia de hanging drops, seguido por
cultivo celular em substrato nao aderente (Poly-HEMA) apresenta-se como uma alternativa
eficaz para a avaliagdo de esferoides com enriquecimento da populacao de CSCs (BARK, et
al.,2018).

No tecido cerebral adulto e fetal, as células-tronco normais foram
primeiramente isoladas com base na expressdo de CD133(+) por Uchida e colaboradores em
2000. Tais células sdao cultivadas em colonias esferoides ndo aderentes, chamadas de
neuroesferas (UCHIDA et al/, 2000). No contexto do cancer, a expressao de CD133(+) ¢
essencial para a formac¢do e manuten¢do tumoral. Foi observado que somente células
CD133(+) sdo capazes de formar novos tumores. (LOBO et al, 2013).

De maneira interessante, a glicoproteina transmembrana CD133 interage com a
subunidade reguladora de PI3K (p85) através de uma fosforilagdo na treonina 828 no dominio
C-terminal e tal interacdo ativa preferencialmente a via de Akt gerando assim um aumento no
indice de proteinas anti-apoptdticas e reducdo nos indices de proteinas pro-apoptoticas,
promovendo entdo um fenotipo de maior resisténcia tumoral. Um estudo publicado por Wei e
colaboradores em 2013 demonstrou que o knockdown de CDI133 inibe a atividade de
PI3K/Akt, demonstrando importante correlacdao entre as vias (WEI et al., 2013;JANG et al.,
2017; CHEN, et al., 2011).

Ainda, uma andlise de protedmica de GSCs isoladas de pacientes (subclasse
mesenquimal) mostraram uma forte correlagdo com genes relacionados com a via autofagica

(DRAMI1 e SQSTM1) associada a via de RAS/MAPK. Interessantemente, a ativagdo da via
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autofagica mostrou-se diretamente correlacionada com um aumento do fendtipo de invasao e
migracao dos tumores. Apds tratamento com o inibidor U0126 (20 uM), os niveis de

autofagia mostraram-se reduzidos (GALAVOTTI, et al., 2012).
2.9. Autofagia

Muitos sdo os processos celulares envolvidos na promog¢do e progressdo tumoral,
dentre eles destaca-se a autofagia, neste caso, a macroautofagia. Trata-se de um processo de
degradacdo de moléculas do citoplasma ao lisossomo, realizada através da fusdo de
autofagossomos com lisossomos, formando uma organela hibrida de membrana dupla
chamada de autolisossomo ou autofagolisossomo. Quando ativada, a macroautofagia leva a
clivagem e ao enderecamento do material a outras organelas em forma de geracdo de energia
e aproveitamento de recursos para a célula. Este mecanismo pode ocorrer fisiologicamente,
como sinalizagdo para sobrevivéncia, diferenciacdo, desenvolvimento, homeostasia e
progressao tumoral, sendo regulado por genes da familia Atgs (LIU et al., 2016; NIXON et
al., 2013; WOLFE et al., 2013). Na Figura 3, pode-se observar a regulacdo do processo
autofagico mediado pela sinalizacdo de PI3K/Akt e ERK/MEK.

Figura 3.Mecanismos de modulag@o do processo autofagico mediado pela sinalizacdo de PI3K/Akt e MEK/ERK
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FONTE: O autor (2022).

Nota: A sinalizagdo bioquimica das vias de PI3K/Akt e MEK/ERK que convergem com a sinalizagdo
do processo autofagico sdo demonstradas em tons de azul. Nela podemos observar os principais fatores de
ativagdo e inducdo das vias, além de evidenciar os pontos de atuagdo dos inibidores LY294002 (laranja) e U0126
(roxo0). Também ¢ evidenciada a participacdo da proteina anti-apoptdtica Bcl-2 (verde) em inibir a proteina pro-
autofagica Beclin-1 (rosa) (topico abordado adiante). A sinalizag@o bioquimica dos principais moduladores do
processo autofagico ¢ mostrada em tons de marrom, nela, evidenciamos o papel de membros da familia Atg,
LC3 e de P62 como mecanismos moduladores indispensaveis. Por fim, ¢ possivel visualizar a ocorréncia das
principais etapas da autofagia, como a inicia¢do, a elongacdo do fagéforo e a consequente nucleagdo do material
englobado, a maturagdo do fagoforo que culmina na sua fusdo com o lisossomo maduro, gerando por fim uma
organela hibrida chamada de autofagolisossomo, que serd encaminhada para o processo de degradagao.

No cancer, a autofagia cumpre funcdo dual, podendo promover a progressao ou
inibi¢do do tumor. Atuando tanto por mecanismos que suprimam a resposta tumoral, como
por mecanismos que atuem auxiliando no estabelecimento e desenvolvimento do tumor (LIU
et al., 2012). Sabe-se que agentes quimioterapicos, radioterapico e alguns farmacos podem
atuar modulando a autofagia (NATSUMEDA et al., 2011). Em um estudo realizado por
Fillipp-Chiela e colaboradores em 2015, foi visto que o tratamento com TMZ induz a
autofagia e que esse processo parece ter um papel citoprotetor na linhagem U87. Ainda, o
tratamento agudo com TMZ (100 puM por 1 h) induz a inibi¢ao sustentada da via Akt-mTOR,
resultando em uma inducdo transiente da autofagia, levando a célula a resisténcia ao
tratamento quimioterapico (FILIPPI-CHIELA et al., 2016). Por outro lado, um trabalho
publicado em linhagens de GB (U87MG e U251MG) mostrou que um supressor tumoral e
importante regulador da etapa de nucleagdo da autofagia, Beclin-1, é capaz de interagir e
inibir a proteina anti-apoptédtica Bcl-2, gerando assim aumento nos niveis de apoptose
(HUANG, et al., 2014). Nesse sentido, a modulagdo do processo autofdgico relacionou-se
com um fenotipo anti-tumoral. Tais trabalhos, exemplificam a dualidade (anti e pro) tumoral e
entender a dindmica desse processo pode favorecer o entendimento da biologia de GB e o
desenvolvimento de futuras terapé€uticas.

Diversas sdo as maneiras de modular o processo autofagico dentro das terapéuticas
antitumorais. Dentre elas estdo a manipulacdo da via lisossomica. Em gliomas, ja ¢ bem
descrito que os compostos actinomicina D, trioxido de arsénio, tamoxifeno, analogos da
vitamina D, resveratrol e IFN-y destacam-se por induzir a autofagia e consequentemente
aumentar as taxas de citotoxicidade, elevando as taxas de apoptose, um processo conhecido
como morte autofagia-dependente (KAZA, et al., 2012). Sabe-se também, que células de
glioma tratadas com o inibidor LY294002 parecem aumentar os indices autofagicos (ZAJAC,
2021), aumentando os niveis de apoptose. De maneira contraria, o tratamento com U0126

parece ndo alterar esses indices (WANG, et al., 2017).
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3 JUSTIFICATIVA

Tendo em vista a alta agressividade tumoral observada em gliomas, a baixa taxa de
sobrevida dos pacientes diagnosticados com GB e as altas taxas de reincidéncia que culminam
com o fenoétipo resistente das células frente as terapias atuais disponiveis de quimioterapia,
radioterapia e remog¢ao cirurgica, t€m-se no cendrio atual a busca por terapias adjuvantes que
aumentem a eficicia de sensibilizagdo das células tumorais a morte como importante foco de
pesquisas atuais.

Além disso, sabe-se que a subpopulagdo de células com caracteristicas de cé€lulas-
tronco possui uma resisténcia intrinseca aos mecanismos de morte celular estabelecidos para
células tumorais bem diferenciadas, reduzindo ainda mais o sucesso do tratamento. Nesse
contexto, sabe-se que a via de PI3K/Akt e ERK/MEK estio envolvidas em diferentes aspectos
tumorais, sendo um deles o aumento do potencial invasivo, que ocorre através da agdo de
MMPs que promovem o remodelamento da ECM. O gene RECK, em sua forma candnica,
atua como um inibidor de MMPs e codifica para diferentes transcritos alternativos gerados
por processo de splicing alternativo. Alguns destes transcritos tém se mostrado como
importantes geradores de um fendtipo de maior agressividade tumoral e podem estar
relacionados com maior resisténcia frente ao quimioterapico TMZ. Sendo assim, estudos que
visem compreender o papel da inibicdo das vias de PI3K/Akt, assim como MEK/ERK tem
células com diferentes sensibilidades a TMZ e expressdes diferenciais dos transcritos de
RECK, torna-se um foco de estudo muito interessante e relevante para o entendimento dos
mecanismos moleculares envolvidos na biologia tumoral, visando a busca por alternativas de

tratamento mais efetivas para GB.
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4 OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar se a inibi¢ao das vias de PI3K/Akt e MEK/ERK
¢ capaz de sensibilizar linhagens de glioma humano com diferentes fendtipos de resisténcia
tumoral quando combinadas com TMZ e uma possivel modula¢do do processo de autofagia,
de forma a propiciar o melhor entendimento dos mecanismos celulares relacionados ao

aumento no indice de morte celular.

4.2. Objetivos especificos

e Analisar a contribuicdo da inibicdo das vias de PI3K/Akt e ERK no processo de
sensibilizacdo de morte celular frente ao tratamento com temozolomida em células de
glioblastoma humano. Para abordar esse contexto, andlises de proliferagdo, atividade
metabolica das células, avaliacdo de integridade de membrana celular e a expressdo de
proteinas relacionadas com o processo de morte celular (Bcl-2) foram exploradas, utilizando a
linhagem T98G e comparativamente a ela, as linhagens US7MG, A172 e US7TRTMZ.

e Avaliar a indicagao de modulacdo do processo autofagico em células de glioblastoma
humano apds tratamento combinado de TMZ e os inibidores de PI3K e ERK. Nessa etapa,
foram determinadas as unidades arbitrarias de autofagia (AUU) e andlise de marcacdo de
organelas vesiculares 4cidas em linhagens sensiveis e resistentes ao quimioterapico padrao,
utilizando as linhagens US7MG, A172, T98G e US7RTMZ.

e Avaliar a contribuicdo de PI3K e ERK para a formagdo e manutencao de esferoides
derivados de células de glioblastoma humano cultivados em hanging drops. Ensaios de
cultivo em hanging drops e manutencdo em substrato ndo aderente, seguido de analises
fenotipicas, foram realizados utilizando as linhagens U87MG, A172 e T98G.

e Avaliar o papel de RECK e MMPs (MMP2 e MMP9) no fenétipo de sensibilizacdo
das células de glioblastoma humano ao tratamento quimioterdpico. Nessa etapa foram

utilizadas as linhagens US7MG, U87MG-EGFP, US7MG-RECK e U87MG-RECKvar3.
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4.3. Estratégia de A¢do

Figura 4. Estratégia experimental
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FONTE: O autor (2021).
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1. Procedimentos em cultivo celular

5.1.1. Esterilizagdao ¢ manejo de materiais e células

Todos os materiais e vidrarias utilizados para os procedimentos de cultivo celular
(frascos para solugdes e meio de cultura, equipamento para filtragdo de solucgdes, tampas,
ponteiras plasticas para pipetas e pipetas de vidro) foram esterilizados em autoclave a 120°C,
durante 45 minutos e sob pressdo de 1 atm. Apoés a esterilizacao, o material foi seco em estufa
a 50°C. O manejo das culturas de células foi realizado em condigdes de esterilidade, no

interior de capela de fluxo laminar.

5.2. Solugdes ¢ meios de cultura

5.2.1. Solu¢ao de PBS

A solugdo salina fosfato tamponada (PBS) utilizada para lavagem das células em
cultura foi preparada como uma solugdo estoque concentrada cinco vezes (NaCl 680 mmol/L,
KCl 13,4 mmol/L, Na,HPO4 40,5 mmol/L), e diluida para uso posterior com pH ajustado para
7,4, sendo esterilizada em autoclave nas condi¢des anteriormente mencionadas ¢ armazenada

em temperatura ambiente.

5.2.2. Solugdo de tripsina-EDTA

Células aderentes foram soltas de seu substrato utilizando-se solucdo de tripsina-
EDTA (NaCl 137 mmol/L, KCl 54 mmol/L, glucose 5 mmol/L, Na,HPO4 0,42 mmol/L,
KH,PO4 0,44 mmol/L, NaHCO; 2,3 mmol/L, EDTA 0,53 mmol/L e 50mg de tripsina, pH
7,4). Esta solucdo ¢ esterilizada por filtragdo em membrana estéril com poro de 0,22 pm
(Millipore) sob pressao em aparato Sartorius, em camara de fluxo laminar e armazenada a -

20°C.
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5.2.3. Solugao estoque de temozolomida

A solucao estoque de TMZ (Temodal®) Sigma-Aldrich, encontra-se na concentragdo
de 100mM diluida em DMSO e armazenada a 4°C. Para os experimentos com células, foi
utilizada a concentracdo de 100uMdeTMZ, também diluidaem DMSO. Como controle foi
utilizado:células na presenca do meio de cultura e células na presenca de DMSO (veiculo da
droga; volume equivalente ao utilizado no tratamento combinado com os inibidores

LY294002 e U0126).

5.2.4. Solugao estoque de LY294002

A solugdo estoque do inibidor LY294002, Cayman Chemical Company, encontra-se

na concentragdo de 10 mM diluida em DMSO e armazenada a -20°C. Para os experimentos

com células foi utilizada a concentragdo de 10 uM de LY294002, diluida em DMSO.

5.2.5. Solugdo estoque de U0126
A solugdo estoque do inibidor U0126, PromegaCompany, encontra-se na
concentracdo de 10 mM diluida em DMSO e armazenada a -20°C. Para os experimentos com
células foi utilizada a concentracdo de 10 uM de U0126, diluida em DMSO.
5.2.6. Meio de cultura
O meio de cultura utilizado foi o meio DMEM (Dulbecco’sModified Eagle Medium)
alta glucose (Sigma-Aldrich), esterilizado por meio de filtragdo em membrana de 0,22um. O
meio DMEM ¢ suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB — Gibco) ¢ 1% dos
antibioticos penicilina e estreptomicina (Gibco).

5.3. Linhagens celulares e condi¢des de cultivo

5.3.1. Linhagens celulares
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As linhagens celulares estudadas foram gentilmente cedidas pela Prof®. Dr®. Mari
Cleide Sogayar do Nucleo de Terapia Celular ¢ Molecular da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo (FM-USP). Estas culturas foram mantidas em incubadora com 5%
de CO; e temperatura de 37°C. As subculturas foram realizadas de acordo com a confluéncia
das células, utilizando-se a solucao de tripsina-EDTA para desprendé-las do substrato
plastico.

A superexpressao do quadro aberto de leitura (Open reading frame — ORF) de RECK
e do transcrito alternativo RECKvar3 foi obtivo através de clonagem da sequéncia
amplificada desta ORF em um vetor lentiviral de superexpressdo, gerando plasmideos
chamados de pLV-RECK e pLV-RECKvar3. Como controle foi gerado um vetor sem

nenhuma inser¢do no sitio de restricdo. Este plasmideo foi chamado de pLV-EGFP.

5.3.2. Estabelecimento da linhagem U87MG resistente a TMZ (U87RTMZ)

Para o estabelecimento da linhagem U87MG resistente a TMZ foram utilizadas
concentracgoes crescentes de TMZ na linhagem U87MGparental ao longo de Ssemanas, sendo
100 uM
(STEPANENKO et al, 2016). A aquisi¢ao de resisténcia foi confirmada através dos ensaios

a concentragdo inicial de 25 uM, posteriormente 50 Mm e, finalmente,

de MTT e cristal violeta.

Tabela 1. Linhagens celulares

Nomenclatura Modificagoes
US7TMG Linhagem parental
T98G Linhagem parental
Al172 Linhagem parental
US7RTMZ Linhagem farmacologicamente resistente a

T™MZ

US7MG pLv RECK (U87MG-RECK)

Superexpressao de RECK canénico

US7MG pLv RECKB (U87MG-RECKvar3)

Superexpressao do transcrito de RECKvar3

U87MG pLv EGFP (U87MG-EGFP)

Controle de superexpressao

FONTE:

O autor (2021).
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5.4. Avaliagao da viabilidade celular

5.4.1. Ensaio de MTT

Para determinar o IC50 dos inibidores para as linhagens utilizadas neste trabalho, foi
utilizada a metodologia de MTT (descrito anteriormente por REILLY ef al., 1998). Para tal,
as células foram plaqueadas na densidade de 4 x 10’°células/pogo) em placas de 96 pogos e
incubadas durante 24 horas para total adesdo das células. Apos esse periodo, as células foram
tratadas nas condigoes DMEM, DMEM + DMSO [0,2%] (concentracdo equivalente a
combinacdo TMZ 100 uM + 10 uM dos inibidores) e os inibidores LY294002 e U0126 (5
uM, 10 uM e 50 pM) durante 72 horas. Depois do tratamento, o meio foi removido e as
células foram incubadas com solucao de MTT (500pg/mL em PBS) por 3 horas a 5% de CO,
e temperatura de 37°C, sob o abrigo da luz. Apos esse periodo, a solucdo de MTT foi
removida e os cristais de formazan foram solubilizados em DMSO e a absorbancia foi
determinada em leitor de microplacas (TecanInfinite 200, Tecan Systems, Inc.), a 570nm. Os
resultados foram expressos como porcentagem de células viaveis em relagdo ao controle
(considerado como 100% de células viaveis).

Tal ensaio supracitado também foi utilizado, apos a selecdo da concentragdo dos
inibidores, para avaliar a atividade dos mesmos isoladamente ou em combina¢ao com a TMZ
ao longo do tempo (24, 48 e 72h), assim como para avaliar a atividade dos inibidores
isoladamente em linhagens que superexpressam o gene RECK, utilizando da mesma

metodologia supracitada.

5.4.2. Método de Cristal Violeta

Para a andlise da viabilidade celular por esse método foram plaqueadas4 x
10°células/poco em placas de 96 pocos e estas deixadas em incubadora a 37°C sob atmosfera
de 5% de CO, durante 24h para a adesdao das células. Apds este periodo, foi realizado o
tratamento com DMEM, DMEM + DMSO 0,2%, TMZ 100 uM, LY294002 10 uM,
U0126510 uM, TMZ 100 uM + LY29400210 uM e TMZ 100 uM + U0126 10 uM durante 72
horas. Apd6s o tratamento, o meio de cultura com os tratamentos foi retirado, as células
lavadas com PBS, e posteriormente fixadas com metanol 100% durante 10 minutos.

Apos este tempo, o metanol foi retirado e adicionou-se aos pogos a solugao de cristal

violeta (cristal violeta 0,2% em etanol 2%) durante 3 minutos. O cristal violeta cora 4cidos
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nucléicos das células aderidas e fixadas (KUENG et al., 1989). O cristal violeta ¢ retirado e
sdo realizadas dez lavagens com PBS para a remog¢dao do excesso de corante. ApoOs estas
lavagens, foi realizada a elui¢do do contetido aderido as placas com uma solucdo de citrato de
sodio (citrato de sédio 0,05mol/L em etanol 50%) durante 10 minutos sob agitacdo. A
absorbancia foi determinada em leitor de microplacas (TecanInfinite 200, Tecan Systems,
Inc.), a 550nm. Os resultados foram expressos como porcentagem de células vidveis em

relag@o ao controle (considerado como 100% de células viaveis).

5.4.3. M¢étodo de vermelho neutro

As células foram plaqueadas 4 x 10°células/pogo em placas de 96 pogos e estas
deixadas em incubadora a 37°C sob atmosfera de 5% de CO, durante 24h para a adesdo das
células. Apds este periodo, foi realizado o tratamento com TMZ 100 uM, LY294002 10 puM,
U01265 10 uM, TMZ 100 uM + LY?294002 10 uM e TMZ 100 uM + U0126 10 uM durante
72 horas. Em seguida, as células foram incubadas em solug¢ao de vermelho neutro (500ug/mL
em PBS) por 2 horas sob abrigo de luz, em estufa de 37°C com 5% de CO,, seguindo
protocolo descrito por (REPETTO, et al., 2008). Apds o tempo de tratamento as células foram
lavadas com PBS e foram adicionados 100uL de solugdo de extragdo (Etanol/ Acido acético,
50%/1%). Apds esse periodo, a leitura da absorbancia foi realizada a 550nm em leitor de
microplacas (TecanInfinite 200, Tecan Systems, Inc.). Os resultados foram expressos como
porcentagem de células viaveis em relagdo ao controle (considerado como 100% de células

viaveis).

5.5. Determinagio do Indice Autofagico — AAU

O calculo das unidades autofagicas arbitrarias (AAU), foi realizado segundo Martin et

al. (2013), a partir da férmula:

AAU= 2Xa/(Xb+Xc)

Onde:
Xa =niveis de sobrevivéncia celular pelo método de vermelho neutro

Xb=niveis de sobrevivéncia celular pelo método de MTT



Xc = niveis de sobrevivéncia celular pelo método de cristal violeta
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5.6. Avaliagao de organelas vesiculares acidas por laranja de acridina

As células de todas as linhagens foram plaqueadas em placas p96 na densidade de
4x10* células/poco. Apds 24 horas para que ocorresse a adesdo celular, as células foram
tratadas com TMZ 100 uM, LY294002 10 uM, U01265 10 uM , TMZ 100 uM + LY 294002
10 uM e TMZ 100 uM + UO0126 10 uM durante 72 horas. Conforme protocolo proposto por
(Thomé T. M., 2013), o meio foi retirado e os pocos foram lavados com PBS. Foram entao
adicionados 100 pL de solugdo de laranja de acridina (1 pg/mL em PBS) por poco e
aguardado 15 minutos, para seguinte observacdo em microscopio de luz invertida

defluorescéncia (ZeissAxiovert).

5.7. Avaliagdo da expressdao génica de proteinas

5.7.1. Extragdo e quantificagdo de proteinas

As células foram plaqueadas em placas de 100mm, na concentracdo de 1 x
10°células/placa e incubadas por 24 horas em estufa, a 37°C com 5% de CO, para que fossem
aderidas na placa. Apos esse periodo, as células foram tratadas com TMZ 100 uM, LY294002
10 uM, U01265 10 uM, TMZ 100 uM + LY294002 10 uM e TMZ 100 uM + U0126 10 uM
durante 72 horas. Em seguida, coletou-se o meio de cultura e as células foram lavadas com
PBS resfriado. Ap6s a lavagem, as células foram desaderidas com solu¢do de EDTA 2 mM. O
conteudo total foi centrifugado a 6000g por 3 minutos e o sobrenadante foi descartado. Em
seguida, adicionou-se tampao RIPA+ (10 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mMNaCl, desoxicolato
de soédio 1%, Triton X-100 1%, SDS 0,1%, 1mM PMSF, 1 mM Na3;VO4, 1 mM B-
glicerofosfato, 2,5 mM NasP,07) com 1% de PMSF e colocado imediatamente a 4°C por 45
minutos, com vortex rigoroso a cada 15 minutos. Posteriormente, as amostras foram
centrifugadas a 15000g, por 10 minutos a 4°C. Apds, foi coletado o sobrenadante e congelado
imediatamente a -80°C.

A quantificagdo de proteinas das amostras foi realizada utilizando a metodologia de
Bradford (BRADFORD et al., 1976). Para isso, foi realizada uma curva padrdo com
concentragdes crescentes de BSA 2mg/mL (0 ulL, 1uL, 2uL, 3uL, 4ulL e 5 ulL por pogo) ¢
volume constante do reativo de Bradford (0,1 mg/mL de Comassie Brilhant Blue G-250,
0,05% de Etanol 95% e 0,1% de Acido Fosforico 85%)195 uL por pogo de uma placa p96. As

amostras foram diluidas em RIPA+ (1:10) e 5SulL desta dilui¢do foram adicionados em
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duplicada na mesma placa, junto com 195uL do reativo de Bradford. A leitura da absorbancia
foi realizada a 595nm em leitor de microplacas (TecanInfinite 200, Tecan Systems, Inc.). Em
seguida, uma funcdo de primeiro grau (y=[ax+b]) foi gerada, na qual x equivale a
concentragdo de proteinas e y equivale a absorbancia encontrada e o valor encontrado foi

multiplicado pelo fator de diluicdo do RIPA+, 10.

5.7.2. Imunodetec¢do de proteinas

Foram utilizadas aliquotas de 50 ug de proteina, 6 pL de tampao de amostra 5 X
(Tris-HC1 (pH 6,8) 150 mM, SDS 6%, glicerol 30%, B-mercaptoetanol 15% e azul de
bromofenol 0,3%) e para completar um volume final de 30 uL por amostra, foi utilizado
tampao RIPA+ (composi¢do subescrita no item 5.7.1) para eletroforese em gel de
poliacrilamida-SDS PAGE nas concentragdes de 12%-15% utilizando em média voltagem de
120V por 2 horas. Como padrao de peso molecular, foi utilizado 3 pL. do Spectra Multicolor
High Range ProteinLadder (ThermoScientific). Apos este processo, as proteinas do gel de
poliacrilamida foram transferidas para uma membrana de PVDF com transferéncia semi-seca,
utilizando 20V e 300mA por 1 hora. Para proteinas maiores que 80kDa foram utilizados 100
ug de proteinas e 6ulL do tampao redutor 5x subdescrito no item 5.7.1. Para a eletroforese em
gel de poliacrilamida-SDS PAGE nas concentragdes de 8%-10% utilizando em média
voltagem de 120V por 2 horas. Como padrao de peso molecular, foi utilizado 3 pL do Spectra
Multicolor High Range ProteinLadder (ThermoScientific). Apds este processo, as proteinas
do gel de poliacrilamida foram transferidas para uma membrana de PVDF com transferéncia
umida utilizado voltagem média de 70V e 350mA por 2,5 horas. A coloragdo de Ponceau foi
utilizada para visualizar a transferéncia para a membrana e o corante azul de bromofenol foi
utilizado para a coloragdo do gel. A deteccao das proteinas foi realizada a partir da incubagao
por 4 h dos anticorpos primdrios anti-Bcl-2 (Santa Cruz Biotechnology), anti-MMP-2 (Cell
Signaling Technology), anti-MMP-9 (Cell Signaling Technology) e anti-GAPDH (Santa Cruz
Biotechnology), a temperatura ambiente, ou overnight a 4°C e por 2 h dos anticorpos
secundarios anti-mouse e anti-rabbit (Santa Cruz Biotechnology) diluidos conforme
instru¢des do fabricante. Para a revelacdo, a membrana foi incubada com o substrato
quimioluminescente Super Signal® West Atto Ultimate Sensitivity Substrate —
ThermoScientific) durante 1 min, em temperatura ambiente utilizando a fotodocumentador

GE Healthcare Launches High Performance Amersham® Imager 600 series.
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5.8. Hangingdrops

5.8.1. Formagao dos esferoides

Conforme ja padronizado em nosso laboratorio por (BARK, et al., 2017). As células
foram plaqueadas em tampas de placas p100, na densidade de 1x10? células em um volume de
25 uL por gota de meio de cultura DMEM, enriquecido com 10% de SBF com os tratamentos
DMEM, DMEM + DMSO 0,2%, TMZ 100uM, LY294002 10uM, U0126 10uM, TMZ
100uM + LY294002 10uM e TMZ 100uM + U0126 10 uM. Apds um periodo de 72 h, foram
feitas analises comparativas da morfologia dos esferoides através da utilizacdo do
microscopio de luz invertida Carl Zeiss, do modelo Axiovert 40 acoplado a camera Zeiss

Axio Cam MR. O software usado para analise da imagem foi o Axiovision.

5.8.2. Manutencao de esferoides em substrato nao aderente

Conforme ja padronizado em nosso laboratorio por (BARK, et al., 2017). Apds o
periodo de formacao de esferoides apenas em meio DMEM, as células foram transferidas para
um microtubo estéril até que houvesse a decantagdo completa dos esferoides. Havendo a
decantacdo, as células tiveram seu meio removido e foram ressuspendidas em novo meio de
cultura e transferidas para novas placas pl00 recobertas com poly-HEMA 1.2% para evitar
adesdo, permanecendo neste ambiente por 5 dias, sendo que no segundo dia as células foram
tratadas com DMEM, DMEM + DMSO 0,2%, TMZ 100 uM, LY294002 10uM, U0126
10uM, TMZ 100pM + LY294002 10uM e TMZ 100puM + U0126 10 uM para que totalizasse

72h de tratamento. Em seguida, foram feitas analises fenotipicas das esferas.

5.9. Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas no software GraphPadPrism6.00 (GraphPad
Software, San Diego, CA). Para a comparagao entre os valores experimentais obtidos entre o
controle e as condi¢des de tratamento, foi realizado o teste ANOVA com teste de Tukey.

Valores de p menores que 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Screening inicial para determinacdo de concentracdo de uso dos inibidores de

PI3K (LY294002) e ERK (U0126) em cé¢lulas de GB resistentes a TMZ (linhagem T98G)

Para determinara concentracdo de uso apropriada dos inibidores de PI3K
(LY294002) e ERK (U0126) foi realizado um ensaio de dosagem de atividade metabolica
celular, pelo método de MTT. Tal ensaio, utiliza da colorimetria gerada por uma reducdo do
sal de MTT(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio) em cristais de
formazan insoluveis, que possuem coloracdo roxa, quando na presenca de desidrogenases
celulares, principalmente mitocondriais. Para essa analise foi utilizada a linhagemde
glioblastoma humano caracterizada como resistente ao quimioterapico padraio TMZ -
linhagem T98G, tratada por 72h com os inibidores LY294002 e UO126nas concentragdes de 5
uM, 10 uM e 50 uM e TMZ na concentragao de 100 uM. Como condi¢des controle foram
utilizadas as células mantidas apenas em meio DMEM e células tratadas apenas com o
veiculo dos farmacos, DMSO 0,2% (quantidade equivalente ao utilizado na maior
concentragdo do tratamento com os inibidores).

Os resultados estao representados na Figura 5.

Figura 5.Screening inicial para determinagdo da concentragdo a ser utilizada dos inibidores LY294002 e U0126
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FONTE: O autor (2022).

NOTA: Células da linhagem T98G (4x10° cél/p96) foram tratadas com LY294002 (5 uM, 10 pM e 50
uM), U0126 (5 uM, 10 uM e 50 uM) e TMZ (100 uM) por 72h. Atividade metabolica foi avaliada por ensaio de
MTT. Como controle experimental foi utilizado meio DMEM e veiculo DMEM + DMSO 0,2%. Os graficos
representam dados de quatro experimentos independentes realizados em triplicata (*p<0,05; **p<0,01;
**%p<0,001; ****p>0,0001).

Observamos que ndo houve alteragdo na atividade metabolica das células T98G apos
tratamento apenas com o quimioterapico TMZ, comprovando as caracteristicas classicas dessa
linhagem resistente. Em relagdo ao tratamento com os inibidores, verificou-se que ambos os
inibidores promoveram diminui¢do da porcentagem de células metabolicamente ativas,
porém, de maneira geral o inibidor LY294002 mostrou-se mais citotoxico em comparagao
com o inibidor U0126. Observou-se que na maior concentragao utilizada (50 pM) o
tratamento com LY294002 promoveu uma reducdo na porcentagem de células T98G
metabolicamente ativas de 38,64% em comparagdo com 62,55% de reducdo promovida pelo
tratamento das células T98G com o inibidor U0126 na mesma concentragdo. Vale ressaltar
que essa maior citotoxicidade promovida pelo LY294002 em comparacdo com U0126
também foi observado quando diferentes linhagens de GB foram avaliadas (A172, US7MG,
U87MG-RTMZ — dados nao mostrados).

Para o inibidor LY294002, a concentracao de 10 uM foi selecionada para as analises
posteriores com base na reducdo significativa da porcentagem de células metabolicamente
ativas tanto em comparagao com o controle DMSO, quanto em relagdo a condi¢ao que as
células T98G foram tratadas apenas com TMZ (Figura 5). Tais resultados corroboram com
dados encontrados na literaturapara as linhagens U87MG e LN18 (FRIEDMAN et al., 2013).
Ainda mais interessante, dados publicados com a linhagem T98G mostraram que
concentragdes de 10 uM do inibidor LY294002 foram capazes de reduzir significativamente
indices de células viaveis (ZAJAC et al., 2021). Ja para o inibidor U0126, as menores
concentragdes utilizadas ndo promoveram alteracdo na atividade metabolica das células
T98G, porém, dados da literatura mostram que o tratamento da linhagem T98G com 10 uM
de UO0126 foram capazes de reduzir significativamente indices proliferativos
(STEPANENKO, et al., 2016) — o que foi corroborado no presente estudo, em ensaios
posteriores de proliferacao das células T98G (Figura 6). Além disso, dados publicados pelo
nosso grupo de pesquisa mostraram que a concentracao de 10 uM de U0126 gera importante
efeito citotoéxico para modelo de melanoma metastatico (JACOMASSO et al., 2020). Nesse
sentido, foram adotadas para os ensaios posteriores as concentragdes de tratamento de 10 pM

para ambos os inibidores LY294002 e U0126.
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6.2. Avaliacdo do efeito citotoxico de Temozolomida (TMZ) em combinacdo com

os inibidores das vias de PI3K/Akt e ERK em células de GB humano

6.2.1. Avaliacdo da porcentagem de células metabolicamente ativas apos tratamento

com TMZ em combina¢ao com os inibidores

Com o intuito de avaliar pardmetros de citotoxicidade celular frente ao uso dos
inibidores, células da linhagem T98G foram tratadas com os inibidores isoladamente ou em
combinacdo com a TMZ ao longo de 24h, 48h e 72h e a atividade metabolica das células foi

avaliada pelo método de MTT. Os resultados estdo indicados na Figura 6.

Figura 6.Avaliagdo de citotoxicidade celular pelo método de MTT
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FONTE: O autor (2022).

NOTA: Graficos de citotoxicidade celular da linhagem T98G (4x10°cél/p96) realizados pelo ensaio de
MTT apos o tratamento com LY294002 (10 uM) e U0126 (10 uM) isolados ou combinados com TMZ (100 pM)
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por 24h, 48h e 72h. Como controle experimental foi utilizado DMEM e DMEM + DMSO (0,2%). Os graficos
representam dados de trés experimentos independentes realizados em triplicata (*p<0,05; **p<0,01).

Os resultados mostram que nao ha diferenga estatistica entre os controles
experimentais utilizados (DMEM e DMSO) e a condi¢do das células T98G tratadas apenas
com TMZ, reforcando a ideia de que se trata de uma linhagem intrinsecamente resistente a
TMZ. No entanto, foi possivel observar uma alteragdo na atividade metabolica das células
T98G apos tratamento com os inibidores LY294002 e U01260u ainda em combinacdo destes
inibidores com TMZ.

Observa-se que apoOs 24 h, apenas as condigdes de tratamento com os inibidores
combinados LY+TMZ (69,61%) e U0+TMZ (66,97%) apresentaram reducdo significativa de
células metabolicamente ativas quando comparado com as cé€lulas tratadas apenas com TMZ
(ndo significativo). Ainda, houve reducdo significativa da atividade metabolica das células
T98G entre a condicdo de células tratadas apenas com o inibidor U0126 (92,86%) em
compara¢do com o tratamento combinado deste com a TMZ (U0+TMZ) (66,97%) (Figura 6 —
A). Em 48 h, nenhum dos tratamentos demonstrou diferenca estatistica (Figura 6 — B). Ja em
72 h, o tratamento das células T98G com o inibidor LY294002 (LY) isolado (67%) e sua
combina¢do com a TMZ (LY+TMZ) (61,25%) demonstraram reducao significativa de células
metabolicamente ativas, quando comparado com o tratamento isolado de TMZ (90,58%)
(Figura 6 — C). Ainda, quando observamos as porcentagens de células metabolicamente ativas
encontrados ao longo do tempo, observamos uma tendéncia de reducdo nesse percentual para
todos os tratamentos comparados com a TMZ, exceto para o tratamento com o inibidor U0126
(condig@o UO) tratado isoladamente (Figura 6 — D).

Dados da literatura, que utilizaram o tratamento de um inibidor de PI3K (GDC0941 -
50uM por 48h) mostrou reducdo nos niveis de atividade metabolica na linhagem T98G (SHI,
et al., 2017). Apresentando assim, um perfil de aumento de citotoxicidade semelhante ao que
observamos para outro inibidor da mesma via, o LY294002. Para o inibidor U0126, nao
foram encontrados dados que correlacionassem a reducao de niveis de atividade metabolica.

De modo interessante, Jang e colaboradores observaram que o tratamento com
LY294002 e U0126 na concentragdo de 10 uM geraram uma redugdo consideravel nos niveis
de proliferacdoe aumento na fracdo apoptotica em células de cancer de mama da linhagem
MDA-MB-468 (JANG et al., 2010). Ensaios preliminares de ciclo celular também mostraram
aumento no percentual de marcacao na fragdo sub G1, indicativo de morte celular, frente ao
tratamento com os inibidores LY294002 e U0126 isolados, € mais evidente apdés combinagao

com a TMZ, quando comparados ao tratamento isolado de TMZ (dados ndo mostrados). Esse
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resultado corrobora com os indices de fragdo apoptotica encontrados em trabalhos da

literatura que também utilizaram da inibi¢ao de PI3K (GDC0941) (SHI, 2017).

6.2.2. Avaliacdo da porcentagem de células aderidas apos tratamento com TMZ em

combinacao com os inibidores

Para a avaliacdo da porcentagem de células T98G aderidas ao longo do tempo (24h,
48h, 72h e 96h) foi utilizada a metodologia de coloragdo por cristal violeta. O principio do
método avalia que células ndo viaveis se desprendem da placa com o progresso da morte
celular, permanecendo aderidas somente as células vidveis. Estas células, por sua vez, sdo
incubadas com o corante cristal violeta que possui a capacidade de se ligar a proteinas e DNA.
Desta forma, o corante retido nas células € eluido ¢ a mensuragao da coloracao final ¢ medida

em termos de absorbancia. Os resultados obtidos estio representados na Figura 7.

Figura 7. Avaliagcdo do niimero de células aderidas ao longo do tempo
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NOTA: Graficos de namero de células aderidas da linhagem T98G (4x10°cél/p96) realizados pelo
ensaio de cristal violeta ap6s o tratamento com LY294002 (10 uM) e U0126 (10 uM) isolados ou combinados
com TMZ (100 uM) ao longo de 24h, 48h, 72h e 96h. Como controle experimental foi utilizado DMEM e
DMEM + DMSO 0,2%. Os graficos representam dados de trés experimentos independentes realizados em
triplicata.

Novamente percebe-se que o tratamento das células T98G somente com TMZ nao
promove nenhuma alteragdo significativa em relagdo as condi¢des controles (DMEM e
DMSO). Os resultados mostram que ap6s 24 h, somente o tratamento combinado de
LY+TMZ (66,85%) apresentou diferenca estatistica no nimero de células T98G aderidas
quando comparada ao tratamento isolado de TMZ (77,33%) (Figura 7 — A). Apds 48 h, os
tratamentos das células T98G nas condigoes LY (65,86%), LY+TMZ (50,02%) e U0O+TMZ
(49,34%), mas ndo a condicdo UO (81,80%), apresentaram redugdes significativas na
porcentagem de células aderidas em comparacdo com a condi¢do de células tratadas com
TMZ (Figura 7 — B). Porém, no tempo de 72 h, todas as condi¢gdes de tratamentos realizados
com os inibidores isolados e combinados com TMZ (LY (49,02%), U0 (57,66%), LY+TMZ
(56,34%) e UO+TMZ (54,78%)) apresentaram diferencas significativas de redu¢do no numero
de células aderidas quando comparados com a TMZ (Figura 7 — C). J4 em 96 h de tratamento,
a significancia estatistica foi observada somente quando células T98G foram tratadas com o
inibidor LY294002 isolado (44,18%) ou combinado com TMZ (44,85%) (LY e LY+TMZ).
Neste mesmo tempo de andlise, a combinacdo do U0126 com TMZ (56,82%) se mostrou mais
efetivo em comparacdo com o tratamento isolado de U0126 (85,58%) em reduzir indices de
proliferacdo celular (Figura 7 — D).

Nao foram encontrados trabalhos na literatura que relacionassem o numero de células
aderidas frente a administra¢dao dos inibidores isolados ou em conjunto com a TMZ através de
mensuracdo pela técnica de cristal violeta. Porém, recentemente foi demonstrado que o
tratamento de células da linhagem MDA-MB-231 com 40 pM dos inibidores LY294002 e
U0126 foi capaz de reduzir significativamente o numero de células aderidas quando
comparadas com o controle (COLIN-VAL et al., 2021).

Juntos, estes resultados reforgam o perfil de resisténcia da linhagem T98G frente ao
tratamento com a TMZ e refor¢am também a escolha do tempo de 72 h como sendo o mais
adequado para observar modulacdes frente a inibi¢do das vias em questdo para a realizacao de

experimentos posteriores.
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6.2.3. Avaliacdo da proliferacao celular em linhagens de GB com diferentes perfis de

resisténcia a TMZ

Com o objetivo de comparar o perfil de proliferagao celular de linhagens de GB com
diferentes graus de responsividade a TMZ, foi realizado um ensaio de coloracao pela técnica
de cristal violeta ao longo do tempo, para linhagens resistentes a TMZ (T98G e US7RTMZ) e
sensiveis a TMZ (U87MG e A172). Os resultados obtidos estdo representados na Figura 8.

Figura 8.Avaliago da proliferag¢do celular em diferentes linhagens
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FONTE: O autor (2022).

NOTA: Graficos de proliferacao celular utilizando as linhagens U87MG, A172, T98G e US7RTMZ
(4x10°cél/p96) realizado pelo ensaio de cristal violeta apds o tratamento com LY294002 (10 uM) e U0126 (10
puM) isolados ou combinados com TMZ (100 pM) por 24h, 48h, 72h ¢ 96h. Como controle experimental foi
utilizado DMEM e DMEM + DMSO 0,2%. Os graficos representam dados de trés experimentos independentes
realizados em triplicata.

Foi possivel observar que as células sensiveis 8 TMZ demonstraram um perfil de
resposta semelhantes entre si (Figura 8 C e D), e o mesmo ocorreu para as linhagens
resistentes (Figura 8 A e B). Para todas as linhagens testadas, ndo houve diferenca entre o
tratamento isolado do inibidor LY e o tratamento combinado com TMZ (LY+TMZ) (tons de
laranjado). Ja para as linhagens resistentes, o tratamento combinado de U0126 com TMZ
(UO+TMZ) apresentou redugdo significativa na proliferagao celular, quando comparado com

o inibidor U0126 isolado (observado principalmente em 96 h). Essa diferenca nio foi
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observada nas linhagens sensiveis. Esse resultado reforca a hipotese de que a combinacao de
administracdo do inibidor U0126 com a temozolomida pode ser capaz de aumentar a
efetividade na citotoxicidade do quimioterapico, tanto para as linhagens mais sensiveis, como
também superando o efeito de resisténcia da droga nas linhagens consideradas resistentes

(Figura 8 — A e B).

6.2.4. Avaliacdo da integridade da membrana ap6s tratamento das células T98G com

TMZ em combinagao com os inibidores

Com o intuito de avaliar se o tratamento das células T98Gcom os inibidores das vias
de PI3K/Akt e ERK utilizados de forma isolados ou combinados com a TMZ foram capazes
de alterar a integridade de membrana celular, foi realizado o ensaio de coloragdo por
vermelho neutro. Este ensaio avalia a capacidade das células vivas de incorporar o corante
vermelho neutro, que penetra nas células por difusdo ndo idnica mediante um pH fisiologico.
Quando o corante penetra em uma célula que possui suas membranas integras (condicao
viavel), ele se acumula nos lisossomos, onde ha um gradiente de protons que garante um pH
mais acido e o corante fica retido nesse ambiente pelo ganho de cargas. Para a avaliagdo deste
parametro, células T98G foram tratadas com os inibidores de forma isolada ou em
combinacdo com TMZ pelos tempos de 24 h, 48 h e 72 h. Os resultados estdo indicados na

Figura 9.
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Figura 9.Avaliagdo da integridade de membrana ao longo do tempo
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FONTE: O autor (2022).

NOTA: Gréficos de integridade de membrana da linhagem T98G (4x10°cél/p96) realizado pelo ensaio
de vermelho neutro apés o tratamento com LY294002 (10 uM) e U0126 (10 uM) isolados ou combinados com
TMZ (100 uM) por 24h, 48h e 72h. Como controle experimental foi utilizado DMEM e DMEM + DMSO 0,2%.
Os graficos representam dados de trés experimentos independentes realizados em triplicata (*p<0,05; **p<0,01;
**%p<0,001).

Observou-se que o tratamento das células T98G com TMZ ndo promoveu alteragao
na incorpora¢do do corante vermelho neutro em comparagdo com as condi¢des controle onde
as c¢lulas foram mantidas apenas em meio DMEM ou tratadas com o veiculo DMSO,
mostrando mais uma vez o perfil de resisténcia dessa linhagem frente ao quimioterapico
padrdo. Apos 24 h, observa-se que apenas nas condi¢cdes em que foram realizados os
tratamentos combinados LY+TMZ (83,35%) e UO+TMZ (71,39%) apresentaram redugdes
significativas na capacidade de incorporag¢ao do corante vermelho neutro quando comparadas
ao tratamento isolado com TMZ (99,39%). Em 48 h, houve redugdo significativa na
incorpora¢do do corante quando as células foram tratadas com U0126 isolado (72%) ou com o
tratamento combinado UO+TMZ (70,67%) quando comparados com a TMZ isolada (95,36%)
(Figura 8 — B). J& para o tempo de 72 h, ndo houve diferencgas estatisticas (Figura 9 — C).
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Ainda, quando avaliado o perfil de incorpora¢ao do corante ao longo do tempo, observamos
uma tendéncia de redugdo desta capacidade de incorporagdo para os tratamentos UO, LY,
LY+TMZ e U0126+TMZ, mas ndo para os controles (DMEM e DMSO) e nem para a TMZ
isolada. O que sugere que os tratamentos isolados e combinados com TMZ sdo capazes de

interferir na permeabilidade de membranas, um importante aspecto de viabilidade celular.

6.3. Determinagio do Indice Autofagico (AAU) em células de GB apos tratamento com

TMZ em combinagao com os inibidores

A partir dos resultados de vermelho neutro expostos acima que mostraram diferencas
significativas na captagdo do corante vermelho neutro pelas membranas lisossomais e através
de dados da literatura que mostram que o tratamento com os inibidores LY294002(ZAJAC et
al., 2021) e U0126 (SIVAPRASAD et al., 2008) sdao capazes de modular o processo
autofagico em diferentes modelos tumorais, buscou-se avaliar o indice autofagico da
linhagem T98G ao longo do tempo. O indice autofagico (AAU) trata-se de uma variavel
numérica que correlaciona diferentes métodos de viabilidade e citotoxicidade celular (cristal
violeta, MTT e vermelho neutro) e pode estar relacionada com a ocorréncia de morte celular

autofagica (MARTINS et al., 2013). Os resultados obtidos estdao indicados na Figura 10.

Figura 10. Unidades arbitrarias autofagicas para a linhagem T98G

Media aritmética utilizada para calculos de AAU

T98G DMEM | DMSO | TMZ LY Uuo |LY+TMZIUO+TMZ
24H 100 8690 | 77,33 | 76,59 | 84,02 | 66,85 | 76,49
CcV 48H 100 98,81 | 93,18 | 6586 | 81,80 | 50,02 | 49,34
72H 100 | 10143 | 94,09 | 49,02 | 57,66 | 56,34 | 54,78
24H 100 103,86 | 99,40 | 78,10 | 73,16 | 85,35 71,40
VN 48H 100 | 100,99 | 9536 | 78,51 | 72,01 | 82,13 | 70,68
72H 100 | 100,82 | 102,25 | 75,52 | 67,75 | 72,29 | 63,75
24H 100 96,50 | 86,82 | 82,05 | 92,86 | 69,61 66,97
MTT 48H 100 | 106,30 | 93,59 | 84,90 | 106,42 | 73,34 | 75,04
72H 100 9524 | 90,58 | 67,00 | 88,71 | 61,25 | 6542
24H 1,0 113 | 1,21 | 098 | 083 | 1,22 1
AAU | 48H 1,0 098 | 102 | 104 | 0,77 | 1,33 1,14
72H 1,0 1,03 1,11 1.3 0,93 1.23 1,06

FONTE: O autor (2022).

Nota: Tabela representativa das células T98G mostrando as médias aritméticas dos valores
experimentais obtidos pelos ensaios cristal violeta (CV), MTT e vermelho neutro (VN)e o calculo de AAU. As
células foram tratadas com DMEM, DMSO (veiculo), TMZ (100 uM), LY294002 (10 uM), U0126 (10 uM), LY
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(10 uM)+TMZ (100 uM) e UO (10 uM)+TMZ (100 uM) por 72 horas. Esse indice aponta uma sugestao da
quantificagdo dos indices autofagicos nas células.

Ja se sabe, por dados na literatura, que o tratamento com TMZ ¢ capaz de ativar o
processo de autofagia em células de glioma, incluindo linhagens resistentes, fazendo com que
a autofagia tenha um papel pro-tumoral citoprotetor (KANZAWA, et al., 2004). A maioria
dos trabalhos que fazem mensuragdes de indices autofagicos utilizam os tempos de analise de
24 h e 48 h. Nesse sentido, nossos dados corroboram com a literatura, mostrando que em
todos os tempos analisados, observamos que hd um perfil de aumento autofdgico para o
tratamento isolado com TMZ. O tratamento com LY isolado parece ndo modular os indices
autofagicos até¢ 48h. Mas, de maneira interessante, a combinacdo dos inibidores com TMZ
(LY+TMZ e U0O+TMZ) parecem aumentar o indice autofdgico em 24h e 48h, mas
observamos uma queda desse indice em 72h. De maneira diferente, o tratamento isolado de

U0 parece diminuir os indices autofagicos ao longo do tempo analisado.

6.3.1. Determinagdo do Indice autofagico (AAU) em linhagens de GB com diferentes

responsividades a TMZ

A partir dos resultados obtidos na Figura 9, buscou-se avaliar se h4 diferengas entre o
perfil do indice AUU em linhagens de GB com diferentes responsividades a TMZ pelo
periodo de 24 h, 48 h e 72 h. Os resultados obtidos estao indicados na Figura 11.

Figura 11. Unidades arbitrarias autofagicas para diferentes linhagens de GB

Perfil de AAU observada em outras linhagens de GB
UB7RTMZ DMEM | DMSO | TMZ LY Uuo |LY+TMZUO+TMZ
24H 1,00 1,04 0,96 1,01 0,93 0,95 0,87
AAU 48H 1,00 1,01 1,03 1,19 1,03 1,37 1,15
72H 1,00 1,10 1,12 1,29 1,08 1,15 1,35
U87TMG DMEM | DMSO | TMZ Iy Uo |LY+TMZUO+TMZ
24H 1,00 1,03 1,10 1,03 0,89 1,03 0,87
AAU 48H 1,00 1,24 1.37 1,21 1,05 1,18 1,06
72H 1,00 1,09 1,22 0,67 1,07 0,66 0,75
A172 DMEM | DMSO | TMZ LY uo |LY+TMZUO+TMZ
24H 1,00 1,12 1,17 1,06 0,98 1,08 1,00
AAU 48H 1,00 1,08 1,11 1,03 0,96 1,14 1,10
72H 1,00 1,09 1,20 0,97 0,92 0,69 0,73

FONTE: O autor (2022).
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Nota: Tabela representativa das células U87RTMZ, US7MG eA172 mostrando o célculo de AAU ao
longo de 24 h, 48 h, e 72 h. As células foram tratadas com DMEM, DMSO (veiculo), TMZ (100 uM),
LY294002 (10 uM), U0126 (10 uM), LY (10 uM)+TMZ (100uM) e U0126(10 uM)+TMZ (100uM).

Interessantemente, a linhagem U887RTMZ, estabelecida em nosso laboratorio através
de tratamentos em concentragdo crescente de TMZ ao longo de 5 semanas para nao responder
ao quimioterdpico na concentracdo de 100 puM, mostrou um perfil de AUU bastante
semelhante ao observado para a linhagem T98G. Porém, quando estes dados sdao comparados
com os de linhagens sensiveis a TMZ (U87MG e A172), ha um perfil de modulagao diferente.
A linhagem U87MG mostrou aumento do AUU para todas as condigdes em 48 h. Porém, em
72 h houve uma significativa redug¢do dos indices autofagicos para o tratamento com LY,
LY+TMZ e U0+TMZ, mas ndo para o U(Q. De maneira semelhante, a linhagem A172,
demonstrou aumento nos indices autofagicos em todos os tratamentos, exceto para U0 em 48
h. Porém, em 72 h esse aumento ¢ completamente superado e hd reducdo dos indices
autofagicos para os inibidores isolados e combinados. Além da reducdo nos indices de AUU,
as linhagens A172 e US87MG também apresentaram redugdo no percentual de incorporagao de
vermelho neutro em 72 h, principalmente frente ao tratamento de LY e LY+TMZ (Figura
Al). Diferentemente dos resultados encontrados para as linhagens resistentes, estes resultados
sugerem que hd um aumento na capacidade de permeabilizacio das membranas celulares
frente ao tratamento com os inibidores. Através do calculo de AAU, reforga-se a ideia de que
membranas lisossomais podem estar fortemente envolvidas neste processo. Mostrando assim
que linhagens com diferentes graus de responsividade a TMZ possuem diferengas também na
modulacdo da resposta autofagica frente ao tratamento com os inibidores LY e U0 isolados e

combinados com a TMZ. .

6.4. Avaliagdo da presenca de organelas vesiculares 4cidas em células T98G apos

tratamento com TMZ em combinag¢do com os inibidores

O mapeamento de organelas hibridas formadas durante o processo autofagico pode
ser um importante marcador para estudos iniciais desta via. Um exemplo deste tipo de
mapeamento ¢ através de marcacdo com laranja de acridina. Por se tratar de um corante
fluorogénico acidotropico, o laranja de acridina consegue acessar e ficar retido em ambientes
de baixo pH. Durante o processo autofagico, a formacdo de autofagossomos maduros e
autofagolisossomos propicia um ambiente celular acido para estas organelas, o que permite a

quantificacdo do corante através de pontos de tonalidade laranja nessas regides, em
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detrimento de pontos de tonalidade verde em regides celulares onde ndo ha a deposi¢ao do
corante. Com o objetivo de avaliar se o tratamento das células de glioblastoma humano T98G
com os inibidores de PI3K e ERK utilizados de forma isolada e combinada com TMZ sdo
capazes de alterar a presenga de vesiculas 4cidas, sugestivas de modulacdo do balanco
autofagico, foi realizado um ensaio para avaliagao da presenga de organelas vesiculares acidas
determinada pela incubagdo com o corante laranja de acridina. Os resultados estdo indicados

na Figura 12.

Figura 12. Avaliagdo da presenga de organelas vesiculares acidas em células T98G apos tratamento com TMZ
isolado ou combinado com os inibidores de PI3K ¢ ERK

LY+ TMZ

FONTE: O autor (2022).

Nota: Células T98G (4x10° cél/p96) foram tratadas com TMZ (100uM) de forma isolada ou combinada
com os inibidores LY294002 (LY - 10 uM) e U0126 (U0 - 10 uM) por 72h. A condicdo controle foi mantida
veiculo DMSO (na maior concentragdo utilizada 0.2%). A marcacdo com o corante laranja de acridina (2
mg/mL) foi avaliada. As setas indicam os principais pontos de presenca de organelas acidas (pontos em laranja).
Dados representam um experimento independente realizado em quintuplicata.

Resultados iniciais utilizando a linhagem T98G tratada por 72 h demonstraram que
os tratamentos com TMZ, LY, LY+TMZ e U0+TMZ foram capazes de aumentar a presenga
de organelas vesiculares acidas, como o caso de organelas lisossomais (destacadas pelas setas
na Figura 10). O tratamento das células T98G somente com inibidor U0126 nao foi capaz de
aumentar a presenca dessas organelas nas condi¢cdes experimentais utilizadas. Tais resultados
precisam ser repetidos com o intuito de se obter uma quantificagdo estatistica, porém,

corroboram com os resultados anteriores de AUU (Figura 9), refor¢cando a nossa hipotese de
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que para as linhagens resistentes a TMZ, em especial a T98G, os tratamentos com TMZ, LY e
com as combinagodes (LY+TMZ e UO+TMZ) parecem aumentar o processo autofagico, talvez
como um mecanismo de resisténcia a morte.

Ja ¢ descrito na literatura que o inibidor LY294002 e o inibidor Sorafenib de
multiplas quinases (tanto intracelulares RAF, BRAF, como de superficie KIT, VEGFR) sao
capazes de induzir aumento da vesiculacdo acida nas mesmas concentragoes de uso deste
trabalho na linhagem T98G (ZAJAC, et al., 2021). Ainda, neste mesmo trabalho, observou-se
que a presenca de um importante marcador pré-autofdgico, essencial para a etapa de
nucleacdo da autofagia, Beclin-1, encontrou-se aumentado frente ao tratamento com LY, que

refor¢a a nossa hipotese de indugdo autofagica nessas condigdes.

6.5. Avaliagao da expressdo de proteinas envolvidas na dindmica dos processos de

autofagia e apoptose

Para avaliar se o tratamento das células T98G com TMZ em combinagdo com oS
inibidores de PI3K e ERK afetam a dindmica dos processos de autofagia e morte celular por
apoptose, foi avaliado a modulacao da expressdao da proteina Bcl-2, classicamente envolvida
no processo de apoptose. Vale destacar, porém que Bcl-2 ¢ também descrita como capaz de
interagir com Beclin-1 e modular a via autofagica (HUANG et a/, 2014). Os resultados estao

indicados na Figura 13.

Figura 13. Modulagao da expressao de Bcl-2 na linhagem T98G apds tratamento com TMZ em combinagao
com os inibidores de PI3K ¢ ERK
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FONTE: O autor (2022).

Nota: Células T98G (2x10° cél) foram tratadas nas condi¢gdes DMEM, DMSO 0,2% (veiculo), TMZ
(100 pM), LY294002 (10 uM), U0126 (10 uM), LY(10 pM)+TMZ (100uM) ¢ U0126(10 uM)+TMZ (100uM)
em 72h. O extrato proteico total foi obtido e submetido a SDS-PAGE. As membranas foram hibridizadas com
anticorpo anti-Bcl-2 (1:1000) e anti-GAPDH (1:4000), seguido da incubagdo com o anticorpo secundario anti-
mouse (1:1000). M (DMEM), D (DMSO), T (TMZ), L (LY294002), U (U0126), LY (LY + TMZ) e UT
(UO+TMZ). A imagem ¢ representativa de 2 experimentos independentes.
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Os resultados obtidos mostram que os niveis da proteina anti-apoptética, Bel-2 sdo
aumentadas na linhagem T98G apo6s o tratamento com o quimioterapico TMZ. Porém, de
forma interessante, ¢ evidente o aumento expressivo nos niveis de Bcl-2 nas células T98G
apods os tratamentos combinados de ambos os inibidores com TMZ, em compara¢do com o0s
tratamentos isolados. Porém, foi visto na literatura que Beclin-1, € capaz de interagir e inibir
Bcl-2, aumentando os niveis de apoptose em linhagens de glioma sensiveis a TMZ (HUANG,
et al., 2014). Tal perfil observado para a linhagem T98G pode apresentar um aumento dos
niveis de Bcl-2 como um indicio de fenotipo de inducdo de autofagia como um mecanismo de
resisténcia tumoral, tendo em vista que dados da literatura demonstraram que ¢ possivel haver
a repressao da inibicao da autofagia mediada pela interacao entre Bcl-2 e Beclin-1, através da
fosforilacdo do dominio BH3 de Beclin-1 mediada por DAPK, fosforilagdo mediada por JNK
da al¢a nao estruturada de Bcl-2, competi¢do com Bad e Bax pela ligagdo de Bcl-2/Bcl-xL e
através da ligacao entre DAMP HMGB-1 e Beclin-1 (GORDY, C. et al; 2012), liberando
assim Beclin-1 e Bcl-2 para atuarem em diferentes alvos e gerarem papéis relacionados com a

apoptose a autofagia concomitantemente.

6.6. Efeito da inibicdo de PI3K e ERK na capacidade de formagdo de esferoides em

linhagens de glioblastoma humano

6.6.1. Efeito da inibicdo de PI3K e ERK na formacdo de esferoides na linhagem
T98G

Além de promover uma forma de cultivo que traz a possibilidade de avaliacdo entre a
interacao célula-célula e célula microambiente tumoral, metodologias de cultivo em 3D sao
importantes marcadores de um processo de resisténcia tumoral observado em gliomas, o
enriquecimento da populacdo de GSCs. Dados do nosso laboratéorio em processo de
publicacdo (BARK, et al., artigo em processo de submissao) demonstraram que esse modelo
de cultivo aumenta a expressao de importantes marcadores de células-tronco, como CD133
(Figura 2-A). Dados publicados mostram que células CD133+ sdo mais resistentes a TMZ,
possuem maior expressao (mRNA) de marcadores relacionados com diferenciagao pro-neural
e expressam niveis mais altos de genes relacionados com resisténcia em GB, como MGMT
em linhagens de glioma primdrias (Liu et al., 2006). Com base nisso, buscou-se avaliar se o
cultivo das células T98G em modelo de esferoide 3D iria propiciar alteragdo na

responsividade frente ao tratamento com os inibidores de PI3K e ERK isolados e combinados
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com TMZ. Inicialmente a capacidade de alterar a formacao dos esferoides de células T98G
cultivadas pela técnica de hanging drops foi avaliada. Para isso, a linhagem T98G foi
cultivada por 72h, na densidade de 1x10° células por gota, mantendo o meio de cultura com
os tratamentos correspondente aos inibidores de PI3K e ERK isolados ou combinados com
TMZ. Os resultados obtidos para a capacidade de formacdo de esferoides nas diferentes

condigdes experimentais estdo representados na Figura 14.

Figura 14. Avaliacdo da capacidade de formagao de esferoides derivados de células T98G apos o tratamento
combinado de TMZ e os inibidores de PI3K e ERK

DMEM DMSO LY294002 uo126 LY + TMZ uo+TMZ

FONTE: O autor (2021).

T98G

Nota: Células T98G (1x10° cél) foram mantidas em hanging drop por 72h nas seguintes condigdes:
células mantidas em meio DMEM, DMSO (veiculo), TMZ (100 uM), LY294002 (10 uM), U0126 (10 uM), LY
(10 uM)+TMZ (100 uM) e UO (10 uM)+TMZ (100 uM). Apds o periodo de incubagdo os esferoides formados
foram fotografados usando o equipamento AxioVision - Zeiss (aumento 20X). Imagens sdo representativas de 3
experimentos realizados em quintuplicatas.

Foi observado que a linhagem T98G apresentou a capacidade de formar esferoides
de maneira homogénea nas condi¢des controle DMEM e DMSO. O tratamento das células
T98G com TMZ alterou a capacidade de formagao dos esferoides em hanging drop, sendo
observado dispersdo dos agregados e menor compactagdo celular. Os tratamentos com
LY294002 e U0126 ndo alteraram de forma significativa a formagao dos esferoides derivadas
de células T98G, no entanto, observa-se que os tratamentos com a combina¢do dos inibidores
e TMZ diminuiram a capacidade de agregacao celular, e os esferoides obtidos se mostraram
com morfologia menos regular e com células mais dispersas (Figura 14).

E interessante ressaltar que as células T98G que se mostraram altamente resistentes
ao tratamento com TMZ nas condi¢des de cultivo em monocamada, tiveram uma resposta
bastante diferenciada em relacdo aos controles DMEM e DMSO em relagdo a capacidade de
formagdo dos esferoides mostrando a importancia de se avaliar efeitos citotdoxicos e aspectos
de responsividade celular em modelos 3D..

Com o objetivo de avaliar se células que sdo responsivas a TMZ também sao

capazes de formar esferoides mediante os tratamentos com os inibidores de PI3K e ERK de
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forma isolada e combinada de TMZ, foi realizado o ensaio de formacao de esferoidespara as

linhagens US7MG e A172 (Figura 15).

Figura 15. Tratamento das linhagens A172 e US7MG durante a formagdo das esferoides
DMEM DMSO LY294002 U0126

FONTE: O autor (2021).

LY + TMZ U0+ TMZ

Us7TMG

A172

Nota: Células A172 ¢ US7MG (1x10° cél) foram mantidas em hanging drop por 72h nas seguintes
condigdes: células mantidas em meio DMEM, DMSO (veiculo), TMZ (100 uM), LY294002 (10 uM), U0126 (10
uM), LY (10 uM)+TMZ (100 uM) e U0 (10 uM)+TMZ (100 uM). Apobs o periodo de incubagdo os esferoides
formados foram fotografados usando o equipamento AxioVision - Zeiss (aumento 20X). Imagens sdo
representativas de 3 experimentos realizados em quintuplicatas.

Foi observado que as linhagens A172 e US7MG foram capazes de formar esferoides
de maneira homogénea nas condigdes DMEM e DMSO. Os tratamentos com TMZ, LY e U0
de maneira isolada, formaram esferoides, mas estes apresentavam um grau de
descompactagdo celular. No entanto, foi observado que o tratamento combinado de TMZ com
os inibidores LY e UOQ alterou de maneira significativa a capacidade de formacdo dos
esferoides, diminuindo a adesdo celular, gerando agregados disformes e células com elevada

presenca de debris celulares (Figura 15).

6.6.2. Avaliagdo do efeito da inibicao de PI3K e ERK, em combinagdo ou nao com

TMZ, na manutencao de esferoidesem substrato ndo-aderente

Dados prévios do nosso grupo mostraram que a metodologia de formacdo de
esferoidesem hanging drop, seguido da manutencdo destes esferoides em substrato ndo
aderente de Poly-HEMA 1.2%, enriquecem ainda mais a populagdao de GSCs CD133+ (Figura
2A). Assim, buscou-se avaliar a capacidade dos tratamentos com os inibidores de PI3K e
ERK combinados ou ndo com o quimioterapico TMZ de alterar a manutencao e crescimento
dos esferoides ao longo do cultivo 3D. Para isso, células US7MG foram plaqueadas em
hanging drops somente em meio de cultura por 72h para a formagao adequada de esferoides

regulares ¢ com compactacdo celular adequada. Na sequéncia, os esferoides foram
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transferidos para placas recobertas por poly-HEMA por 5 dias, sendo que nos ultimos 3 dias
foram adicionadas as diferentes condi¢des de tratamentos com os inibidores de PI3K ¢ ERK

isolados ou combinados com TMZ. Os resultados estdo representados na Figura 16.

Figura 16. Tratamento durante a manuten¢ao no Poly-HEMA

DMEM DMSO LY294002 uo12e LY + TMZ U0+ TMZ

FONTE: O autor (2021).

Uus7MG

Nota: Células US7MG (1x10°cél) foram mantidas em hanging drop por 72h nas seguintes condigdes:
cé¢lulas mantidas em meio por 72h, transportadas para substrato ndo aderente por 5 dias. No terceiro dia de
cultivo ndo aderente, as células foram tratadas com DMEM, DMSO (veiculo), TMZ (100 uM), LY294002 (10
uM), U0126 (10 uM), LY (10 uM)+TMZ (100 uM) e U0 (10 uM)+TMZ (100 uM) e TMZ (100 uM). Apoés o
periodo de incubagdo os esferoides formados foram fotografados usando o equipamento AxioVision - Zeiss
(aumento 20X). Imagens sdo representativas de 1 experimento realizado em triplicatas.

Observou-se que os controles DMEM e DMSO mostraram-se capazes de manter os
esferoides agregados, o tratamento com TMZ também gerou esferoides uniformes. Em
relacdo as condi¢cdes em que os tratamentos com os inibidores de PI3K e ERK foram
utilizados, observa-se elevado grau de desagregacdo e descompactacao dos esferoides.

Juntos, os resultados obtidos nas Figuras 14, 15 e 16, sugerem que os tratamentos
combinados de LY e U0126 com TMZ sao capazes de alterar a capacidade de formagao de
esferoides regulares, alterando a agregagao celular e possivelmente induzindo mecanismos de
morte, em um contexto celular onde sabidamente h4 a presenca de células CD133+. Esta
hipotese esta pautada em dados da literatura que mostram que a via de CD133 relaciona-se
diretamente com a ativacao da via de PI3K upstream e isso contribui para o potencial de auto-
renovacao e tumorigénese em células de cultura primaria de glioma humano (WEI, et al.,

2013).

6.7. Avaliagdo do efeito dos inibidores de PI3K e ERK em alterar a expressao de proteinas

envolvidas com o processo de invasao celular (MMP-2 e MMP-9).

Sabe-se que a capacidade de remodelamento deECM, que estd relacionada com a
modulacdo da atividade de MMPs e seus inibidores (TIMPs e RECK), correlaciona-se

diretamente com a capacidade de metastase de diferentes tumores (TAKAHASHI, et al.,
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1998). Ainda, sabe-se que tumores da glia sdo altamente suscetiveis ao desenvolvimento de
micrometastases (SATTIRAJU et al., 2018) o que se torna um alvo importante para o
entendimento da biologia de GB e desenvolvimento de novas terapéuticas.

Dados publicados mostraram que as vias de PI3K e ERK estdo envolvidas com
proliferagao, migragao e mobilidade celular (MAZUMDER et al., 2018; WANG et al., 2018).
Além disso, em modelos tumorais, a superativacao de PI3K/Akt relaciona-se com a redugao
na taxa de sobrevida dos pacientes (CHAKRAVARTI et al., 2004). Com base no exposto
acima e de acordo com nossos dados prévios que mostram que o tratamento com os inibidores
afetam parametros de citotoxicidade, permeabilidade de membrana e numero de células
aderidas, ¢ relevante analisar fatores que estejam relacionados com invasdo e metastase. Com
base nisso, buscamos avaliar a modulagdo da expressdo de proteinas que estdo diretamente
relacionadas com o remodelamento de matriz extracelular (MMP-2 e MMP-9).

Com base no exposto acima, células T98G foram tratadas com as diferentes
condi¢gdes experimentais contendo somente os inibidores de PI3K e ERK isolados ou
combinados com TMZ e a modulacao da expressao de MMP-2 e MMP-9 foi avaliada. Os

resultados estdo indicados na Figura 17.

Figura 17. Expressio de MMP-2 e MMP-9 na linhagem T98G

M B ¥ L WLy ul

FONTE: O autor (2022).

Nota: Células T98G (2x10° cél) foram tratadas nas condicdes DMEM, DMSO (veiculo), TMZ (100
uM), LY294002 (10 uM), U0126 (10 uM), LY (10 uM)+TMZ (100uM) e U0126(10 uM)+TMZ (100uM) em
72h. O extrato proteico total foi obtido e submetido a SDS-PAGE. As membranas foram hibridizadas com
anticorpo anti-Bel-2 (1:1000) e anti-GAPDH (1:4000), seguido da incubagdo com o anticorpo secundario anti-
rabbit (1:1000). M (DMEM), D (DMSO), T (TMZ), L (LY294002), U (U0126), LY (LY + TMZ) e UT
(U0+TMZ) A imagem ¢ representativa de 2 experimentos independentes.

Foi observado que o tratamento com TMZ de forma isolada promoveu um aumento
na expressao de MMP-9, porém esse aumento foi revertido quando a TMZ foi combinado ao
inibidor LY294002. De forma interessante, a modulag¢do da expressao de MMP9 se mostrou
distinta para o tratamento combinado de UO+TMZ, onde os niveis de MMP-9 se mantiveram

elevados.
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Em relacdo a MMP-2, os tratamentos isolados com TMZ, LY294002 ¢ U0126 nao
parecem modular os niveis dessa proteina em relacao as condigdes controle DMEM e DMSO,
porém de forma muito interessante, o tratamento combinado de U0126 e TMZ diminui de
forma muito intensa a expressao de MMP-2.

Dados da literatura mostram que o tratamento isolado com LY294002 (20 uM) em
células de glioma murino (C6) ja promoveram redugdes significativas na expressao de MMP-
2, mas ndo de MMP-9 (TIAN, ef al. 2012). Nao foram encontrados estudos que demonstrem a
expressdo de MMPs frente ao tratamento com UO0I26 em gliomas, porém, em estudo
publicado com células de cancer de colo de utero (HeLa), tratadas com U0126 (10 uM),
mostrou-se redugdo significativa na expressao proteica das MMP-2 ¢ MMP-9 (YE, et al.,
2017). Nossos dados sugerem que o tratamento combinado desses inibidores com TMZ pode

contribuir também para modular o fenotipo invasivo das células de glioblastoma humano.

6.8. Avaliagao da contribuicdo de RECK e RECKvar3 para a responsividade de células de
GB aos inibidores das vias de PI3K/Akt e ERK

O gene RECK ¢ descrito como um supressor tumoral, classicamente associado com a
inibicao da expressao e atividade de MMPs, especificamente MMP-2, MMP-9 e MT1-MMP
(CORREA et al., 2010). Sabe-se que pacientes que possuem alta expressio de RECK
possuem melhor progndstico quando comparados com pacientes que possuem baixa
expressao do mesmo (TROMBETTA-LIMA et al, 2015).

Mais recentemente, Trombetta-Lima e colaboradores descreveram que o gene RECK
¢ suscetivel a passar pelo processo de splicing alternativo, gerando diferentes transcritos
alternativos. Pouco se sabe sobre a real fung¢do desses transcritos de RECK na biologia de
GBs, porém, foi demonstrado que um destes transcritos, denominado de RECKvar3 possui
papéis antagdnicos aos de RECK. Enquanto o transcrito candnico atua suprimindo fatores
envolvidos com remodelamento de matriz extracelular e metastase, a variante alternativa
parece ter um papel pro-tumoral. Observou-se que pacientes com glioblastoma com maior
expressdo da variante RECKvar3 possuem uma taxa de sobrevida menor do que aqueles
pacientes com maior expressdo de RECK canonico (TROMBETTA-LIMA, et al., 2015). Nao
existem estudos que avaliem o papel de RECK e seus variantes frente a responsividade aos
inibidores das vias de PI3K e ERK isolados ou a combinagao deles com TMZ. Com base

nisso, utilizando células de glioma U87MG com superexpressao de diferentes transcritos de
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RECK (U87MG-RECK e U87MG-RECKvar3) em comparagdo com células US7MG
controles (U87MG parental ¢ US7MG-EGFP — que cont¢ém o vetor EGFP vazio), a
contribuicdo de RECK e RECKvar3 na responsividade celular frente aos inibidores das vias
de PI3K e ERK foi avaliada através de ensaios de citotoxicidade celular avaliados pelo

método de MTT.Os resultados estdo indicados na Figura 18.

Figura 18. Avaliacdo da contribui¢do de RECK e RECKvar3 para a responsividade de células de GB aos
inibidores das vias de PI3K/Akt ¢ ERK
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FONTE: O autor (2022).

Nota: Células US7MG, US7MG-EGFP, US7MG-RECK e U87MG-RECKvar3 (4x10° cél/p96)tratadas
com DMEM, TMZ (100 uM), LY294002 (10 uM)e U0126 (10 uM) por 72 horas. A atividade metabolica das
células foi avaliada por MTT. Este resultado representa uma replicata biologica em triplicata.

Nossos dados demonstram que as células controle U87MG-EPFG mantém o mesmo
perfil de responsividade aos diferentes tratamentos quando comparado com as células
parentais US7MG, mantendo uma sensibilidade similar aos tratamentos com TMZ, LY 294002
e UO0126. A superexpressio de RECK canonico (US87RECK) ndo parece alterar a
responsividade aos diferentes tratamentos, mantendo o perfil de células metabolicamente
ativas ap6s 72h quando comparado com as células U87MG e US7MG-EGFP. De forma muito
interessante, a linhagem que superexpressa o transcrito alternativo de RECK (U87RECKvar3)
apresenta um perfil de responsividade distinto quando comparado as outras linhagens
avaliadas. Os resultados mostrados indicam um perfil de resisténcia da linhagem que
superexpressa RECKvar3 frente aos trés tratamentos testados: TMZ, LY e UO. Esses dados

representam apenas uma replicata biologica e precisam ser repetidos para possuem
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significancia estatistica, porém, ¢ interessante que corroboram com dados prévios que
mostraram que a linhagem US7RECKvar3, além de mais agressiva, apresenta uma tendéncia

a resisténcia tumoral (SPISILA, 2018).
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7 DISCUSSAO FINAL

Com base no exposto acima, os dados do presente estudo mostraram que os
tratamentos combinados foram capazes de aumentar significativamente indices de
citotoxicidade, reduzir proliferacdo e integridade de membrana. A exemplo disso, as redugdes
observadas no nimero de células aderidas, de 56,34% para LY + TMZ e 54,78 % para U0 +
TMZ em 72 h. Os tratamentos utilizando inibidores das vias de PI3K/Akt e MEK/ERK
também foram capazes de modular o processo autofidgico em linhagens de glioblastoma
humano com diferentes graus de agressividade e resisténcia a TMZ. Dados publicados
demonstraram que o tratamento por TMZ e LY294002 (tratados isoladamente) sdo capazes de
aumentar os indices autofagicos em células de glioma (KANZAWA et al., 2004; ZAJAC, A.
et al., 2021). De modo contrario, o tratamento com U0126 ¢ capaz de inibir o processo
autofagico nessas células (WU et al., 2015). Nao ha, porém, a presenga de estudos que
abordem a modulacao destas vias frente aos tratamentos combinados de LY294002 ¢ U0126
com a TMZ nas concentragdes e tempos de tratamento utilizadas neste trabalho. Nossos
resultados demonstraram indicativos de modulagdo positiva da via de autofagia apods os
tratamentos das células T98G com os inibidores das vias de PI3K ¢ ERK combinados com
TMZ no tempo de 72 h. Corroborando com dados da literatura, a autofagica ocorre para o
tratamento isolado com o inibidor LY294002 com TMZ. Curiosamente, nossos dados
mostram que o tratamento com o inibidor U0126 isolado mantém indices de unidades
arbitrarias autofagicas negativos e, surpreendentemente, apds o tratamento combinado de
U0126 com TMZ, estes indices tornam-se positivos. Estes resultados sdo corroborados pela
marcagdo por laranja de acridina, reforcando a sugestdo de que o processo autofagico esta
sendo modulado nas condigdes de tratamento avaliadas. Com base nesses achados, no item 9
sao apresentadas perspectivas futuras para responder a hipotese gerada.

Ainda, encontramos um aumento significativo na expressdo da proteina anti-
apoptotica Bcl-2 para o tratamento combinado dos inibidores com a TMZ. Dados da literatura
demonstram que Bcl-2 relaciona-se com o fenotipo de invasdo e migracdo em células de
glioma através da modulagao de MMP-2 (WICK et al., 1998). Além disso, sabe-se que Bcl-2
¢ capaz de interagir com uma importante proteina da regulagdo autofagica, Beclin-1
aumentando os niveis de apoptose (HUANG et al, 2014). De forma interessante, nossos
resultados prévios de analise de ciclo celular (dados ndo mostrados) mostraram que had um
aumento da porcentagem de células em sub G1, indicativo de morte celular, quando as células

T98G foram tratadas com os inibidores, em especial com a combinacdo de U0126 ¢ TMZ,
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quando comparadas com o tratamento isolado de TMZ. Esses dados refor¢am o potencial uso
do tratamento combinado dos inibidores com TMZ em modelo de GB e indicam uma
perspectiva muito interessante de estudo de interacdo dessas proteinas e intercorrelagdo entre
os processos de autofagia e apoptose.

Com base nesses achados, sugere-se que os tratamentos tivam nas células duas
importantes rotas bioquimicas. A primeira, baseada nos ensaios colorimétricos de aumento de
citotoxicidade, aumento de permeabilidade de membrana e reducdo na capacidade de adesdo
celular, seria o encaminhamento dessas células para as vias de morte celular. A segunda,
baseada nos calculos de AUU, laranja de acridina e aumento na expressao de Bcl-2, seria a
utilizacao da ativacdo da via autofagica como um mecanismo dual. Hora contribuindo para o
fenotipo anti-tumoral, aumentando os indices de morte e hora atuando como fendtipo pro-
tumoral, aumentando indices de resisténcia tumoral.

Além disso, nossos resultados também demonstraram que os tratamentos
combinados diminuiram a expressdo de MMP-2 (em especial na combinagdo de U0126 ¢
TMZ), mostrando assim que o tratamento com os inibidores combinados também pode

contribuir com a modulagao do fendtipo de invasdao tumoral observado em gliomas.
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8 CONCLUSOES

Através da andlise dos dados obtidos nesse trabalho € possivel concluir que:

Os tratamentos dos inibidores LY294002 e U0126 isolados e combinados com TMZ se
mostraram citotoxicos para células de glioblastoma humano intrinsicamente resistentes a
TMZ (T98G). O tratamento combinado dos inibidores com TMZ também se mostrou efetivo
para linhagens de GB sensiveis a TMZ, evidenciando o potencial uso desses inibidores para
potencializar o efeito do quimioterapico padrao.

Os célculos de unidades arbitrarias de autofagia mostraram que a linhagem T98G
apresentou aumento do indice principalmente em 72 h para todos os tratamentos, exceto
U0126 isolado e estes resultados foram confirmados através de resultados preliminares de
marcacdo por laranja de acridina. Além disso, outra linhagem resistente US7RTMZ
apresentou esta mesma tendéncia, enquanto linhagens sensiveis a TMZ apresentaram efeitos
contrarios, sugerindo efeitos modulatorios da autofagia relacionados com possiveis
parametros de resisténcia tumoral. Ainda, os tratamentos combinados com TMZ
demonstraram aumento na expressao do marcador anti-apoptotico (Bcl-2) na linhagem T98G,
reforcando nossa hipétese de que os tratamentos utilizados podem ser capazes de modular
processos que envolvam a ativagdo de Beclin-1, através de mecanismos que promovam a
inibi¢do da repressdo, dentre eles destaca-se a autofagia.

Todas as linhagens foram capazes de formar esferoides pela técnica de hanging drops. O
tratamento combinado dos inibidores com TMZ promoveu a desagregagdao dos esferoides
formados, com aspecto de células em processo de morte celular, sugerindo uma sensibiliza¢ao
das células CD133+ a morte pelos tratamentos isolados ou combinados com TMZ.

A linhagem que superexpressa a variante 3 de RECK (US87RECKvar3) se mostrou
resistente aos tratamentos com TMZ, LY294002 e U0126, sugerindo que além de
agressividade, a variante de RECK pode estar relacionada com um fenotipo de resisténcia

tumoral.
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9 PERSPECTIVAS

Figura 19. Perspectivas obtidas a partir dos resultados apresentados
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FONTE: O autor (2021).

Nota: Os resultados obtidos possibilitaram a geragdo de uma hipdtese que pode ser respondida com os
ensaios mostrados na figura acima. As setas apontadas para baixo mostram taxas de redugdo para os ensaios ja
realizados e setas apontadas para cima, evidenciam aumento das taxas dos experimentos realizados. Como
perspectivas futuras, buscamos realizar os ensaios mostrados em vermelho seguidos de (?) para responder as
questdes sugestivas levantadas nessa dissertagao.
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ANEXO

Figura Al.Avaliacdo da integridade de membrana das linhagens sensiveis a TMZ
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FONTE: O autor (2022).

NOTA: Graficos de integridade de membrana das linhagens A172 e U87MG realizado pelo ensaio de
vermelho neutro apds o tratamento com LY294002 (10 uM) e U0126 (10 uM) isolados ou combinados com
TMZ (100 uM) por 72h. Como controle experimental foi utilizado DMEM e DMSO (0,2%). Os graficos

representam dados de trés experimentos independentes realizados em triplicata (*p<0,05; **p<0,01;
**%p<0,001).

Figura A2. Expressdo do marcador de células-tronco CD133 em esferoides derivados da linhagem celular de
glioblastoma U87MG
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FONTE: BARK, J. M., 2018. Dados em processo de submissao.

Nota: Analise por microscopia confocal de esferoides US7MG (1.000 células/gota) incubados em gota
suspensa por 72h (condi¢do HD) e esferoides incubados em gota suspensa por 72h seguido de 120h de cultivo
em poli-HEMA (condigdo HD/poli-HEMA). Os esferdides gerados foram marcados com anticorpo anti-CD133
(1:10) e os ntcleos foram corados com DAPI (1:1.000). Os esferdides de controle negativo ndo foram incubados
com o anticorpo CDI133, mas foram marcados com DAPI 1:1.000. Analise de microscopia confocal de
fluorescéncia usando canais de fluorescéncia vermelho e azul, respectivamente. Microscopio Confocal Nikon —
20X.



