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RESUMO 

Dentre as neoplasias que acometem o Sistema Nervoso Central, o glioblastoma IDH-selvagem 
(GBM) ¢ o tumor cerebral primério mais incidente em adultos, com alto grau de malignidade, 
agressividade e extensa heterogeneidade. O regime terapéutico atual consiste em quimioterapia 
com temozolomida (TMZ), radioterapia e, se possivel, remoção cirargica. Porém, a grande 

resisténcia das células tumorais frente a ação do quimioterapico é bastante evidente, o que 

resulta em uma expectativa de vida média dos pacientes de 15 meses. Diante disso, a agdo de 
farmacos adjuvantes tém sido importante foco de pesquisa na area. Nesse aspecto, destaca-se a 
sinvastatina (SVA), uma droga conhecida por sua ação antilipémica, que tem sido explorada no 
nosso grupo como moduladora do crescimento e invasao tumoral, capaz de potencializar o 
efeito citotoxico promovido pela TMZ. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o 

envolvimento do gene RECK e a via de sinalizagdo de Notch na responsividade promovida 
pelos tratamentos de TMZ e SVA em células da linhagem U87MG de glioblastoma humano. 
Para tanto, foram utilizadas células de glioblastoma humano da linhagem U87MG com 
superexpressdo da forma candnica de RECK, seu variante de splicing RECKvar3 ¢ o vetor 
controle contendo EGFP, tratadas com 100uM de TMZ e 1uM de SVA de forma isolada e/ou 

combinada, além das condig¢des controle (veiculos DMSO e EtOH) por 72h. Foram realizados 

ensaios de avaliagdo da atividade metabolica por redução de tetrazolio (MTT) e analise da 
expressdo génica por RT-qPCR, tendo por alvos moleculares os transcritos de NOTCHI e 
HESI. Os resultados indicam que os tratamentos com os diferentes agentes promoveram 
redugdo da viabilidade nas células US7MG e, de forma interessante, a superexpressao de 
RECKvar3 reduziu a sensibilidade da linhagem U87MG após tratamento com TMZ, 
corroborando com demais ensaios realizados recentemente em nosso laboratério que sugerem 

uma agdo pro-tumoral dessa variante. Adicionalmente, ambos os farmacos promoveram 
aumento dos niveis relativos de mRNA de NOTCHI e HESI na linhagem controle (U§7MG- 
EGFP). A superexpressdo de RECK suprimiu os niveis de mRNA dos dois alvos, ao passo que 
RECKvar3 elevou os niveis relativos de mRNA de NOTCHI e HESI somente na condição 

tratada com TMZ. Deste modo, estes dados em conjunto sugerem que o balango entre 
RECK/RECKvar3 esta envolvido na responsividade e resisténcia a TMZ, bem como modula os 

niveis de mRNA de genes da via de NOTCH. 

Palavras-chave: glioblastoma; sinvastatina; temozolomida; RECK; NOTCH.



ABSTRACT 

Considering all neoplasms that affect the Central Nervous System, glioblastoma IDH-wildtype 
(GBM) is the most frequent primary brain tumor in adults, with high rates of malignancy, 
aggressiveness and extensive heterogeneity. The current therapy is based on chemotherapy with 
temozolomide (TMZ), radiotherapy and when it is possible, surgical resection. In this way, the 
use of adjuvant drugs has been an important research object. Simvastatin (SVA), a drug well- 
known for its anti-hyperlipidemia action, has been researched in our group as growth and 
invasion modulator, being able to improve the cytotoxicity promoted by TMZ. Here, this work 
aimed to investigate the involvement of RECK gene and the Notch signaling pathway in the 
responsiveness mediated by the treatment of TMZ and SVA in U87MG human glioblastoma 
cell line. Therefore, it had been used human glioblastoma cells of U§7MG line overexpressing 
the canonical form of RECK, the splicing variant RECKvar3 and the control empty vector 
EGFP, treated with 100pM of TMZ and 1uM of SVA in isolated and/or combined manner, 

besides the control conditions (vehicles DMSO and EtOH) for 72h. The cellular metabolic 
activity was investigated through tetrazolium reduction (MTT) and gene expression analysis by 

RT-qPCR, with NOTCHI and HES] transcripts as molecular targets. Our results showed that 
both treatments lead to reduction in US87MG cell viability, and interesting, the RECKvar3 
overexpression reduced the sensitivity of the US7MG cells to TMZ, which confirms recent 
results of our group, suggesting a pro-tumoral action of this splicing variant. In addition, the 
treatments increased the relative mRNA levels of both NOTCHI and HES! in the control cell 
line (U87MG-EGFP). Canonical RECK overexpression suppressed the relative mRNA levels 
of NOTCHI and HESI, and RECKvar3 increased the relative mRNA levels of these targets in 
the TMZ treated condition. As a conclusion, these data suggest that the balance between 
RECK/RECKvar3 ratio is involved in TMZ responsiveness and resistance, beyond modulating 
the mRNA levels of Notch pathway genes. 

Key words: glioblastoma; simvastatin; temozolomide; RECK; Notch.
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1. INTRODUCAO 

O cancer pode ser caracterizado como conjunto de mais de 100 doengas distintas que 

possuem como expoente comum o crescimento descontrolado e desordenado de células com 

potencial invasivo a tecidos e órgãos diferentes ao de origem. Trata-se de uma das doengas mais 

incidentes em todo globo e com maior taxa de mortalidade, em torno de 10 milhdes em 2020 

(INCA, 2020; WHO, 2022). Dentre as neoplasias que acometem o Sistema Nervoso Central, 

destacam-se os gliomas, grupo heterogéneo de tumores originados das células da glia, a saber: 

astrocitos, oligodendrocitos e ependimdcitos. Apesar de ndo serem o tipo de tumor com maior 

incidéncia em relação as demais neoplasias, os gliomas representam aproximadamente 80% de 

todos os casos de tumores primarios cerebrais em adultos. O de maior destaque pela frequéncia 

¢ mortalidade ¢ o glioblastoma IDH-selvagem (GBM), tumor de origem astrocitaria ¢ grau 

histologico 4, o qual apresenta alta taxa de heterogeneidade ¢ malignidade devido seu 

crescimento difuso e potencial metastatico. Tais caracteristicas se expressam na baixissima taxa 

de sobrevida dos pacientes diagnosticados, a qual ¢ menor que 18 meses (Ostrom e colab., 2015; 

Louis e colab., 2021; Wu e colab., 2020). 

O tratamento do GBM segue os protocolos dos demais tumores: ressecção cirurgica, 

quimioterapia e radioterapia, onde o farmaco padrio utilizado ¢ o agente alquilante 

temozolomida (TMZ), conhecido pelos nomes comerciais Temodar® e Temodal®. Este agente 

é uma pro-droga a qual é hidrolisada em contato com o pH sanguineo e sua forma ativa atravessa 

a barreira hematoencefalica (BHE) atingindo os sitios de agdo. O efeito citotoxico decorre da 

indução de apoptose das células cancerosas, através das quebras da dupla-fita de DNA originada 

pela metilagdo das bases puricas (Strobel e colab., 2019; Lee ¢ colab., 2016). No entanto, grande 

parte da parcela de pacientes que sdo responsivos a quimioterapia torna-se resistente, o que, 

somado a grande dificuldade de remoção cirúrgica, faz do GBM uma neoplasia essencialmente 

sem tratamento eficaz (Wu e colab., 2020). 

Assim, a busca por terapias alternativas que possam potencializar a agdo da TMZ torna- 

se alvo de diversos estudos, onde a abordagem de reposicionamento de drogas se mostra ainda 

mais interessante. Recentes trabalhos vém demonstrando que farmacos da classe das estatinas, 

as quais são amplamente empregados na clinica para o tratamento de dislipidemias, apresentam 

propriedades pleiotropicas, sendo uma delas a atividade antineoplásica (Dastghaib e colab., 

2020). Diferentes estatinas vao apresentar efeitos distintos de acordo com as células alvo. A 

sinvastatina (SVA), por exemplo, apresenta efeitos significativos na inibi¢do do crescimento e 

indução de apoptose em diferentes tipos e linhagens de tumores (Ahmadi e colab., 2020). Em



especifico para o GBM, a SVA tem sido relacionada com aumento da indução de apoptose e do 

fluxo autofagico, bem como diminuição da invasdo celular em diferentes linhagens. Estes 

achados apontam a SVA como potencial farmaco para ser administrado em conjunto com o 

quimioterapico padrão (TMZ), em pretensdo do aumento da eficacia do tratamento do 

glioblastoma (Samiei e colab., 2020; Shojaei e colab., 2020). 

Dados preliminares de nosso grupo sugerem que o tratamento combinado da SVA 

aumenta a ação citotoxica da TMZ, induz as células a apoptose de acordo com o aumento dos 

niveis de NF-kB, caspase 3 e ainda é capaz de modular a expressão do gene supressor de tumor 

RECK (Gomes, 2018; Gomes et al., trabalho submetido). Entretanto, Trombetta-Lima e 

colaboradores descreveram o processo de splicing alternativo do gene RECK, onde seus 

transcritos variantes (RECKvar3, RECKvar4, RECKvar5) apresentam papéis antagonicos. 

Enquanto a forma candnica tem ação supressora tumoral, sua forma alternativa, RECKvar3, 

apresenta agdo pro-tumoral. Tais achados apontam que o balango entre a expressdo das 

diferentes variantes de RECK desempenham papéis distintos na agressividade tumoral 

(Trombetta-Lima e colab., 2015). 

Desse modo, a investigagdo da maneira pela qual o tratamento adjuvante de SVA modula a 

expressdo tanto dos diferentes transcritos de RECK, bem como de genes envolvidos na 

sensibilizagdo, agressividade e apoptose tornam-se possiveis devido a potencial descoberta de 

alvos moleculares envolvidos na biologia do GBM, bem como seu emprego em novas 

abordagens terapéutica.



2. REVISAO DE LITERATURA 

2.1. CANCER 

Câncer ¢ um termo comum usado para designar mais de 100 patologias que podem 

acometer qualquer parte do corpo humano e tem por sindnimos os termos: tumores malignos e 

neoplasias. Uma defini¢do para cancer é o processo de transformagdo das células normais de 

qualquer tecido caracterizado por um distirbio genético provocado por mutagdes no DNA, 

amplificagdes génicas e alteragdes em vias de transdução de sinal intracelular (Kumar, Abbas, 

Aster, 2018). Essas células ao adquirirem propriedades diferentes das fisiologicas, passam a se 

proliferar de maneira desordenada e fora de controle, atingindo tecidos adjacentes ao de origem 

ou ainda outros 6rgdos (INCA, 2020; WHO, 2022). Este último caso é o que se conhece por 

metastase e ¢ a principal causa de morte por cancer, sendo ainda a doenga que lidera o nimero 

de mortes no mundo, cerca de 10 milhdes em 2020 (Ferlay ¢ colab., 2020; WHO, 2022). 

Desde a Antiguidade o cancer intriga o ser humano e tem sido um dos principais objetos 

de estudo das ciéncias biologicas e biomédicas. No entanto, foi com o avango das técnicas de 

biologia molecular que diversos mecanismos ligados as neoplasias foram clucidados. Grande 

parte do conhecimento atual referente a biologia do câncer se deu a partir dos trabalhos de 

Hanahan e Weinberg. Em seu primeiro trabalho publicado nos anos 2000, os autores 

propuseram uma série de “marcas do cancer”, ou seja, um conjunto de atributos presentes nas 

células que se tornaram malignas, as quais sdo: potencial replicativo ilimitado; evasdo da 

apoptose; autossuficiéncia em sinais proliferativos; evasão dos sinais supressores de 

crescimento; indugdo de angiogénese; ativagdo de mecanismos de invasdo aos tecidos e 

metastase (Hanahan e Weinberg, 2000). 

Com os avangos das pesquisas em oncologia, os mesmos autores publicaram uma 

atualizagdo de seu trabalho em 2011. A desregulagdo do metabolismo energético celular foi 

apontada como uma nova “marca” e os autores ainda indicaram que a instabilidade genémica 

das células seria um facilitador para a transformagdo maligna celular. Além disso, outros dois 

achados relacionados ao sistema imunologico trouxeram a luz uma nova forma para a 

compreensdo da complexidade do cancer, são eles: o escape das células cancerosas de serem 

destruidas pelo sistema imunologico; a capacidade das células cancerosas de promover 

inflamagdo (Hanahan e Weinberg, 2011). No mesmo ano, Schreiber e colab. a partir de 

importantes descobertas no contexto do microambiente tumoral, apresentaram o conceito de 

imunoedi¢do, o qual aborda sobre como o sistema imunologico pode apresentar papéis
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ambiguos ao interagir com os tumores, podendo atuar tanto na supressao quanto para progressao 

da tumorigénese (Schreiber e colab., 2011). 

Mais recentemente, a plasticidade fenotipica, a reprogramagao epigenética ndo mutacional 

e os microbiomas polimorficos foram incluidos como caracteristicas adicionais no contexto 

tumoral. Além disso, células senescentes, de origens variadas, podem ser adicionadas a lista de 

tipos de células funcionalmente importantes no microambiente tumoral (Hanahan, 2022). 

2.2. NEOPLASIAS DE SISTEMA NERVOSO CENTRAL 

As neoplasias que acometem o Sistema Nervoso Central (SNC) possuem intima relação 

com o seu tipo celular de origem. Remetendo 4 histofisiologia do SNC, neurônios e células da 

glia sdo os dois tipos celulares constituintes do tecido neural. 

A maioria dos tumores de SNC são os advindos das células da glia e são chamados 

genericamente de gliomas. Segundo a mais recente diretriz para classificação e nomenclatura 

dos tumores de SNC, a qual considera caracteristicas histopatologicas e os padrdes moleculares, 

os gliomas são divididos em diversos subtipos, sendo o de maior relevancia os gliomas difusos 

de adultos. O maior representante deste grupo ¢ glioblastoma IDH-selvagem (GBM), tumor 

cerebral primario mais incidente em adultos (Louis e colab., 2021). 

2.3. GLIOBLASTOMA 

O GBM é caracterizado por sua grande heterogencidade, agressividade e resisténcia, 

além de possuir um descontrole na proliferagdo celular, infiltragdo local e crescimento difuso, 

extensa instabilidade gendmica, tendéncia a necrose e angiogénese. Em termos moleculares, é 

caracterizado pela desregulagdo de várias vias de sinalizagdo chave, as quais envolvem 

sobrevivéncia celular, crescimento, proliferagao e apoptose (Decordova e colab., 2020; Louis e 

colab., 2016; Wen e colab., 2020). 

A incidéncia global ajustada por idade do GBM nos Estados Unidos ¢ de 3,22 a cada 

100 mil pessoas, e apontou que a idade mais avangada ao diagnostico e o sexo masculino são 

fatores relacionados. Os fatores de risco conhecidos para o glioblastoma representam apenas 

uma pequena proporgio de casos. Em multiplos estudos independentes, fatores protetores e de 

risco foram validados, sendo eles respectivamente, o histérico de doengas atopicas (incluindo 

alergias, asma, eczema e febre do feno) e a exposição a radiagdo ionizante na cabega e no 

pescogo (Wen e colab., 2020).
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Estudos de associagdo entre o genoma e fatores de risco validaram 25 polimorfismos de 

nucleotideos tnicos (SNP) associados ao risco de desenvolver gliomas, sendo 11 deles 

especificos para glioblastomas. Mesmo que esses achados ainda não possuam estudos para 

validar a sua significancia bioldgica, as abordagens empregadas que analisam todo o genoma 

identificaram alguns loci contendo genes criticos para gliomas, como: transcriptase reversa da 

telomerase (TERT), RTELI, receptor de fator de crescimento epidérmico (EGFR) e inibidor de 

quinase dependente de ciclina 2B (CDKN2B) (Wen e colab., 2020). 

A maioria dos glioblastomas são detectados após as primeiras manifestagdes 

sintomatologicas, principalmente devido a grande expansdo da massa tumoral que causa a 

destruição de certas estruturas cerebrais. Alguns sintomas clinicos incluem: dor de cabega, 

nauseas, tontura, confusão mental, dificuldades na fala, mudanga na personalidade, além de 

quadros convulsivos, déficits neurologicos focalizados e dos sinais provenientes do aumento da 

pressdo intracraniana. A ressonancia magnética de alto contraste ¢ o principal exame utilizado 

na detecção do glioblastoma, na qual todas as caracteristicas macroscopicas comumente 

encontradas no tumor são visiveis nesse exame (Decordova e colab., 2020; Wen e colab., 2020). 

Através de técnicas de transcriptoma, mais especificamente single-cell RNA sequencing 

(scRNA-Seq), Neftel e colab. (2019) descreveram trés subtipos moleculares para o 

glioblastoma. O primeiro deles, o subtipo classico, é marcado pela amplificagdo do gene do 

receptor de fator de crescimento epidérmico (EGFR); o segundo subtipo, pro-neural, é marcado 

por mutagdes e amplificagdo no gene do fator de crescimento derivado de plaquetas alfa 

(PDFRGa) e no gene da proteina isocitrato-desidrogenase 1 (IDH-1); enquanto que o terceiro 

subtipo, mesenquimal e mais agressivo, ¢ marcado pela mutação no gene neurofibromatose tipo 

1 (NF1). De modo curioso, os autores também descrevem que as células cancerosas presente 

dentro da massa tumoral do GBM coexistem em 4 subpopulagdes celulares, de acordo com seu 

perfil transcricional e marcadores especificos, sendo eles: astrocito-like (4C-like), progenitor 

neural-like (NPC-like), progenitor de oligodendrocito-like (OPC-like), mesenquimal-like 

(MES-like). Dessa forma, cada subtipo de GBM possui diferentes frequéncias dessas 

subpopulagdes celulares e como isto varia de tumor para tumor e de paciente para paciente, o 

grau de heterogeneidade representa um dos maiores e principais desafios relacionados ao GBM, 

afetando a abordagem clinica empregada, bem como a responsividade a terapéutica.



2.4. TRATAMENTO E MECANISMOS DE RESISTENCIA A TEMOZOLOMIDA 

O tratamento padrão adotado na clinica para o glioblastoma ¢ a ressecção cirúrgica, a 

qual visa a retirada do maximo de tecido tumoral. Como muitas vezes ndo ¢ possivel realizar a 

retirada de toda massa tumoral sem causar danos na atividade cerebral, devido ao padrão 

infiltrativo do tumor, a radioterapia e quimioterapia também são empregados (WEN e colab., 

2020; STROBEL e colab., 2019). 

O quimioterapico padrão utilizado é a temozolomida (TMZ), conhecido pelos nomes 

comerciais Temodar® ¢ Temodal®. Este pro-farmaco ¢ um agente alquilante de DNA, que se 

ativa através de hidrolise pelo contato com o pH sanguineo, atravessando facilmente a barreira 

hematoencefélica (BHE). Sua ação citotoxica decorre através da inserção de grupos metil na 

posição O° e N7 da guanina. Apesar das N-metilagdes serem corrigidas pelo reparo de excisio 

de bases durante a replicagdo, as 06—mctilguaninas formadas se ligam de forma erronea com os 

residuos de timina, ativando assim o mecanismo de reparo de mau-pareamento o qual promove 

a excisdo da timina. No entanto, como a forma ativa da TMZ continua em concentragdes 

suficientes para formar O%-metilguaninas, os ciclos fúteis de excisão e reinserção levam à 

instabilidade da forquilha de replicagdo ¢ a quebras de dupla fita do DNA, o que culmina na 

parada do ciclo celular em G2/M e a consequente indugdo de morte celular por apoptose (Lee, 

2016; Strobel e colab., 2019). Ademais, também foi descrito na literatura que a TMZ quando 

administrada junto com a radioterapia possui propriedades sensibilizantes a radiagdo, ou seja, 

aumentam as quebras da fita dupla de DNA induzidas pela radiagdo, levando ao aumento da 

morte celular (Wu e colab., 2021). 

Apesar das abordagens descritas acima serem utilizadas no regime terapéutico atual, o 

prognostico e taxa de sobrevida dos pacientes se mantém extremamente baixos, algo em torno 

de 18 meses e 10%. Além disso, grande parte dos pacientes deixam de responder a terapia com 

TMZ, o que aliado com a dificuldade de ressecção cirargica do tumor leva o glioblastoma a ser 

considerado uma doenga essencialmente sem tratamento eficaz (Loius e colab., 2016; Strobel e 

colab., 2020; Wu e colab., 2020). 

Alguns mecanismos de resisténcia associados à TMZ ja são bem conhecidos. O mais 

estabelecido dentre eles é a expressdo da enzima O°-metilguanina-DNA-metiltransferase 

(MGMT), a qual retira os grupamentos metil dos residuos de O°-metilguanina, possuindo assim 

ação antagbnica a da TMZ. Dessa forma, maiores niveis de expressio de MGMT estdo 

relacionados com a baixa responsividade de agentes alquilantes, como a TMZ. Portanto, o nivel
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de metilação do promotor de MGMT é considerado um marcador de prognostico para pacientes 

com GBM. Hegi e colab. descreverem que a taxa de sobrevida média de pacientes com o 

silenciamento de MGMT via metilagdo do promotor foi de 21,7 meses, ao passo que pacientes 

com elevada expressdo da enzima possuem sobrevida em torno de 15,3 meses (Hegi e colab., 

2005). No entanto diversos estudos tém associado o perfil de resisténcia a demais vias de 

sinalizagdo intracelular, como SHH, JAK/STAT, PI3K/Akt, Wnt/B-catenina, e Notch, o que 

aumenta mais ainda o grau de complexidade do GBM (Carballo e colab., 2020; Kohsaka e 

colab., 2012; Ulasov e colab., 2011; Tan e colab., 2018; Tomar; Patil; Somasundaram, 2019). 

2.5. ESTATINAS E TERAPIA ADJUVANTE 

Devido os pacientes de GBM apresentarem alta taxa de resisténcia & TMZ, busca-se 

terapias adjuvantes capazes de potencializar a resposta a terapéutica do glioblastoma. Dessa 

forma, as estatinas, uma classe de farmacos que agem como inibidores competitivos da enzima 

hidroximetilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase, a qual converte HMG-CoA em 

mevalonato na via de biossintese do colesterol, foram descritas por possuirem efeitos 

pleiotrdpicos. Tanto o colesterol quanto o mevalonato, são essenciais para diversos processos, 

sendo o mevalonato precursor de produtos que regulam o ciclo celular, como o 

geranilpirofosfato (GPP) e farnesilpirofosfato (FPP). Estes intermediarios, GPP e FPP, são 

essenciais para a modificação pos-traducional de diferentes proteinas, como as proteinas 

GTPases (Rho, Rac e Ras), as quais regulam a transdugdo de sinal de diferentes receptores de 

membrana requeridos para a transcrigio de genes envolvidos na proliferagdo celular, 

diferenciagdo e apoptose (Thurnher, Nussbaumer, Gruenbacher, 2012; Baenke e colab., 2013; 

Pisanti e colab., 2014). 

No contexto tumoral, as estatinas sdo relatadas pela sua capacidade de bloquear a 

isoprenilagdo de oncoproteinas que regulam a proliferagdo, migragdo, invasão e ciclo celular 

(Pisanti e colab., 2014). Dados de estudos pré-clinicos sugerem que as estatinas possuem 

interessantes efeitos de inibição do crescimento tumoral e indução da apoptose em alguns tipos 

de céncer, como o de prostata, mama, melanoma e em especial, o glioblastoma (Ahmadi e 

colab., 2020). 

Dentre as estatinas, a sinvastatina (SVA) apresentou efeitos antitumorais e, por ser 

lipofilica e atravessar em concentragdes significativas a BHE, tem seu papel terapéutico cada 

vez mais sendo estudado no contexto do glioblastoma. Shojaei e colab. (2020) evidenciaram
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que linhagens de glioblastoma humano (U87MG e U251) tratadas unicamente com sinvastatina 

ou em combinagdo com temozolomida tiveram um aumento das taxas de apoptose induzidas 

por TMZ, além de inibir o fluxo autofagico. Ademais, dados preliminares do nosso grupo 

sugerem que o tratamento de células de glioblastoma com SVA é capaz de modular a expressdo 

do gene supressor de tumor RECK (Gomes, 2018), aumentando ainda mais a relevancia da 

sinvastatina de ser estudada como alvo terapéutico. 

2.6. RECK 

O gene Reverse-inducing cysteine-rich protein with Kazal motifs (RECK), inicialmente 

descrito por Takahashi e colaboradores como gene supressor tumoral, codifica uma 

glicoproteina de mesmo nome que se encontra ancorada a membrana plasmatica por 

glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Takahashi e colab., 1997). A proteina RECK atua como uma 

das inibidoras fisiologicas das metaloproteinases de matriz (MMPs) e ainda desempenha papéis 

relacionados ao desenvolvimento, morfogénese, remodelamento, migragdo celular, 

angiogénese ¢ outros processos do organismo. Também é relatado que maiores niveis de 

expressdo de RECK estdo relacionados com menor taxa de migração e invasdo das células 

cancerosas de GBM, conferindo a ela um status de biomarcador de bom prognostico (Chen e 

Tseng, 2012; Corréa e colab., 2010). 

Mais recentemente, Trombetta-Lima e colaboradores descreveram o processo de 

splicing alternativo do gene RECK, o qual produz diferentes transcritos a partir de uma mesma 

sequéncia génica. Foram identificadas outras variantes para além da forma candnica de RECK: 

RECKvar3, RECKvar4 e RECKvar5. Estes transcritos alternativos apresentam 9 éxons, 

enquanto que a forma canônica apresenta 21 éxons. Tais diferengas encontram-se devido a uma 

modificagdo no nono éxons nas formas variantes, visto que os 8 éxons anteriores são comuns 

para as trés variantes (FIGURA 1) (Trombetta-Lima e colab., 2015).



FIGURA 1. REPRESENTAGCAO ESQUEMATICA DOS TRANSCRITOS DE RECK 
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Nota: O gene RECK pode dar origem a diferentes transcritos, distintos do transcrito canônico de 21 éxons. As 

isoformas alternativas (RECKvar3 e RECKvar5) possuem 9 éxons, as quais compartilham os 8 primeiros éxons 

e 0 nono éxon de cada um destes transcritos é distinto dos demais. A direita, representagio da predigdo dos 

dominios proteicos e massa de cada uma das isoformas. O tamanho dos éxons está fora de escala. 

De maneira interessante, as variantes RECKvar3 ¢ RECKvar5 apresentam papel 

antagonista a forma candnica de RECK, podendo atuar como oncogene. A superexpressdo de 

RECKvar5 em linhagens de GBM resultou em aumento da proliferagao celular (Lee e colab., 

2018). Ademais, a andlise de pacientes com glioblastoma e melanoma apontou que maiores 

quantidades do transcrito candnico de RECK correlaciona-se com um melhor prognéstico dos 

pacientes, ao passo que a predomindncia de RECKvar3 está ligada a uma menor taxa de 

sobrevida (Trombetta-Lima e colab., 2015; Jacomasso e colab., 2020). Tais achados apontam 

que o balango entre a expressdo das diferentes variantes de RECK desempenham papéis 

distintos na agressividade tumoral. 

2.7.NOTCH 

A sinalizag@o de Notch é descrita como uma via evolutivamente conservada que possui 

um papel critico numa série de processos celulares e de desenvolvimento, como proliferagao 

celular, apoptose, manutenção da poténcia de células tronco, determinagao celular e homeostase 

tecidual. Notch opera funcionalmente como uma proteina receptora da superficie da membrana 

citoplasmatica. Em mamiferos, existem quatro proteinas homólogas, Notchl, Notch2, Notch3 

e Notch4 (codificadas por genes de mesmo homônimo), as quais se ligam em duas grandes 

familias de ligantes: Delta-like (DI11-3 e -4) e Jagged (Jagged! e -2). A ativagio da sinalizagdo
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de Notch via ligantes pode ocorrer de duas formas distintas: cis, quando a sinalizagdo é 

paracrina e trans, quando a sinalização é autocrina (Banzoni e Bentivegna, 2019). 

Após interagdo com seus ligantes, Notch passa por uma série de clivagens enzimaticas 

até a liberagdo de seu dominio intracelular, chamado NICD (Notch intracellular domain). A 

porção NICD ¢ translocada até o núcleo celular, onde interage com os fatores da familia CSL 

de ligagdo ao DNA, os quais agem como fatores de transcri¢do de diversos genes, como: Hes, 

Hey, duas grandes familias de repressores transcricionais envolvidos com a determinagdo 

fenotipica, além de outros alvos como NF-xB, c-Myc, p21/Walfl, ciclina D1 e -3, SOX2, HER2, 

PAXS, SLUG entre outros (FIGURA 2) (Banzoni e Bentivegna, 2019). 

FIGURA 2. REPRESENTAGCAO ESQUEMATICA DA VIA DE SINALIZAGAO DE NOTCH 
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Fonte: Banzoni e Bentivegna, 2019. 

Nota: Logo após a síntese no retículo endoplasmático (1), a cadeia polipeptídica precursora de Notch é direcionada 
para o aparelho de Golgi, onde é clivada por uma convertase do tipo furina (clivagem S1) (2) e translocada para a 
membrana celular. A interação com um de seus ligantes (3) induz a uma segunda clivagem (S2) por uma proteina 

ADAM, resultando num fragmento truncado (NEXT), o qual ainda é processado em dois sítios (S3 e S4) por 

proteínas do complexo y-secretase (5), gerando o domínio intracelular de Notch (NCID), a forma ativa do receptor. 
A porção NICD pode então ser translocada para o núcleo e exercer suas funções transcricionais (7). Por fim, a 

ubiquitinação de NICD (8) leva para sua degradação via proteassomo. 

Desregulações da via de Notch são descritas em diversas patologias, inclusive no câncer. 

No glioblastoma, Notchl é descrito como sendo um dos diversos oncogenes com elevada 

expressão, e seus efetores estão relacionados com inibição da apoptose e ativação de 

proliferação e sobrevivência (Hai e colab., 2018; Banzoni e Bentivegna, 2019). Ainda, como os
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efetores da via de Notch sdo cruciais para a manuten¢do de células progenitoras neurais no 

contexto fisiologico, tem sido relatado a influéncia da sinalizagdo de Notch nas chamadas 

glioma stem cells (GSCs), as quais são hipotetizadas por manter o fendtipo de resisténcia e 

agressividade do GBM (Muraguchi e colab., 2007; Banzoni e Bentivegna, 2019).



3. JUSTIFICATIVA 

Apesar dos avangos nos estudos de imunoterapias e estudos clinicos em relagdo ao 

GBM, esta neoplasia segue essencialmente sem tratamento eficaz. O que aliado a sua grande 

prevaléncia dentre as neoplasias de SNC em adultos, o GBM torna-se a maior causa de morte 

por tumores cerebrais primarios. 

Diversas sdo as abordagens para melhorar a terapéutica do GBM. O reposicionamento 

de drogas tem sido um interessante objeto de estudo no campo das ciéncias biologicas e da 

saude, principalmente pelo baixo custo e pela facilidade em se utilizar farmacos bem 

estabelecidos. Desta forma o emprego das estatinas e por consequéncia a sinvastatina, vem 

sendo descritas na literatura pela sua atividade antineoplasica, o que a torna candidata como 

farmaco adjuvante. 

Dados preliminares do nosso grupo e de demais trabalhos vém demonstrando os efeitos 

da sinvastatina em modelos de GBM, em especial na modulagdo das vias de sinalizagdo 

intracelulares consequentes da indução de apoptose. Gomes e colab. (2024) relatou a 

diminui¢do nos niveis de NF-kB nas células de GBM após tratamento combinado de TMZ e 

SVA. Dessa forma, abre-se luz e justifica-se a investigagdo das vias afetadas ¢ moduladas a 

montante desse alvo molecular.
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4. OBJETIVOS 

4.1. OBJETIVO GERAL 

Avaliar o envolvimento do gene RECK e da via de sinalizagdo de NOTCHI na 

responsividade promovida pelos tratamentos de TMZ e SVA em células da linhagem US7MG 

de glioblastoma humano. 

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS 

. Caracterizar os efeitos do tratamento combinado de TMZ e SVA na viabilidade celular 

de diferentes linhagens de GBM com superexpressao ou ndo do gene RECK (U87MG-EGFP, 

U87MG-RECK e U87MG-RECKvar3); 

. Avaliar a capacidade do tratamento combinado TMZ e SVA de modular a expressdo dos 

genes de interesse NOTCHI ¢ HESI.
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5. METODOLOGIA 

5.1. CULTIVO DAS LINHAGENS DE GLIOBLASTOMA 

As linhagens de glioblastoma humano utilizadas neste trabalho foram gentilmente 

cedidas pela Prof* Dr.* Mari C. Sogayar, do Núcleo de Terapia Celular e Molecular da 

Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (NUCEL-FMUSP). U87MG (ATCC® 

HTB-14™) ¢ uma linhagem celular estabelecida através da amostra do tumor de GBM de um 

paciente homem caucasiano de 44 anos. Tem por caracteristicas as altas taxas de proliferagdo e 

invaséo, além de ser tumorigénica em camundongos nude. Trombetta-Lima e colab. (2015), 

através de vetor transfecgdo lentiviral pl S6RRLsinPPCCMVIns3IRESPRC, suprexpressaram 

os transcritos de RECK e RECKvar3 em células US7MG, obtendo dessa forma 3 sublinhagens, 

descritas na tabela a seguir. 

TABELA | - LINHAGENS U87MG MODIFICADAS 

Linhagem 

U87MG-EGFP Vetor vazio 

U87MG-RECK Vetor com a sequéncia codificante de RECK 
candnico 

U87MG-RECKvar3 Vetor com a sequéncia codificante de 
RECKvar3 

Fonte: O autor. 

As células foram cultivadas em meio de DMEM com 10% de soro bovino fetal, 

10pg/mL de estreptomicina e 100U/mL de penicilina, a 37°C em atmosfera úmida, contendo 

5% de COa. As mesmas foram subcultivadas ao atingirem 80% de confluéncia, utilizando 

tripsina 0,1% em PBSA contendo 1mM de EDTA. Os estoques celulares foram mantidos em 

meio de cultivo contendo 10% de DMSO a —80°C. 

5.2. CONDIÇÓES DE TRATAMENTO E PLAQUEAMENTO DAS CÉLULAS 

Após contagem em câmara de Neubauer as células suspensas em meio DMEM foram 

plaqueadas em placas P96, na densidade de 5,0 x 10º? células/poço em 100uL de suspensão e 

em placas P100mm, na densidade de 1,0 x 10º células por placa em 10mL de suspensão. 

Decorrido 24h para adesão das células, o meio foi retirado e as mesmas foram submetidas ao 

tratamento individual ou combinado com 100uM de Temozolomida (Sigma®) e 1uM de
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Sinvastatina (Merck®) por 72h. Os grupos controles serdo tratados com DMSO e etanol, 

respectivos veiculos da TMZ e SVA. 

5.3. ENSAIO DE ATIVIDADE METABOLICA POR REDUCAO DE TETRAZOLIO (MTT) 

Findado as 72h de tratamento conforme descrito na seção anterior, as células plaqueadas 

em placas P96 tiveram seu sobrenadante retirado para a adição de 200pL da solugdo de MTT 

(3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolio), a qual foi preparada a 0,5mg/mL em PBS. As 

placas foram incubadas ao abrigo da luz em estufa a 36°C por 3h. Posteriormente a solução de 

MTT foi retirada e adicionou-se 200uL de solução DMSO (dimetilsulfoxido ou sulfoxido de 

dimetilo). As placas foram mantidas em agitador mecanico por 30 min para homogeneizagdo 

da solugdo. A absorbancia foi lida em 570 nm com auxilio de um leitor de placas (TECAN 

Infinite M200®), cujo branco foi a solugdo DMSO. Trés experimentos individuais foram 

realizados em quadruplicata experimental. Os resultados foram expressos como porcentagem 

das células metabolicamente ativas em relagdo aos veiculos (controle). 

5.4. EXPRESSAO GENICA POR RT-gPCR 

5.4.1. Coleta da suspensdo de células 

Para os ensaios moleculares cujas células foram plaqueadas em placas P100mm, a 

suspensdo de células foi obtida conforme descrito a seguir. O sobrenadante foi desprezado, as 

placas foram lavadas com PBS e as células desaderidas com solugdo de tripsina. A suspensdo 

de células de cada condição foi colocada em tubos falcon e centrifugados a 3000g por 3 min. O 

sobrenadante foi vertido, o pellet ressuspendido em PBS gelado e transferido para microtubos 

eppendorf. Novamente as amostras foram centrifugadas, a 4000g 1 min, o sobrenadante vertido 

e os microtubos eppendorf armazenados em freezer -80° C. 

5.4.2. Extragdo, isolamento e quantificagio do RNA total 

A extragdo do RNA total foi realizada com o kit SV Total RNA Isolation System 

(Promega®), seguindo as instrugdes do fabricante. Ao final do processo de purificagao, cada 

amostra foi eluida em 20 uL de agua nuclease-fiee. A determinagdo da pureza e quantificação 

do RNA foi realizada no equipamento Nanodrop 1000®.
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5.4.3. Sintese de cDNA 

Para os posteriores ensaios de qPCR, 1 ug do RNA total de cada amostra foi utilizado 

para a reação de sintese de DNA complementar (cDNA), a partir do kit High-Capacity cDNA 

Reverse Transcription (Applied Biosystems™) seguindo instrugdes do fabricante. O cDNA 

sintetizado foi diluido em 30 vezes em agua ultrapura autoclavada e armazenado a -80° C. 

5.4.4. Real-time quantitative PCR (QPCR) 

A RT-gPCR foi realizada em termociclador Step One Plus (Life Technologies®), 

utilizando o kit GoTag® qPCR Master Mix (Promega®, A6001), seguindo as instrugdes do 

fabricante. Para os alvos de interesse, foram utilizados primers ja disponiveis no laboratério, 

cujas eficiéncias de amplificagdo foram previamente determinadas. As amostras foram 

analisadas em duplicata experimental para cada alvo. 

Após o término da reação, os valores de cycle threshold (Ct) de cada quantificagdo foram 

tabelados. A normalização dos dados foi feita levando em conta a eficiéncia de amplificação de 

cada par de primers e utilizando a expressdo do gene GAPDH controle enddgeno. Os resultados 

foram expressos como razão da expressdo de cada amostra em relagdo ao controle com o 

veiculo.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO 

6.1. AVALIACAO DA ATIVIDADE METABOLICA DAS CELULAS DE GLIOBLASTOMA 

HUMANO APOS TRATAMENTO COM TMZ E SVA 

Inicialmente, com o intuito de caracterizar os efeitos da TMZ, SVA e a combinagio de 

ambas as drogas na regulagdo metabólica das linhagens US7MG-EGFP, US7MG-RECK ¢ 

U87MG-RECKvar3 foi realizado um ensaio de MTT. Este ensaio colorimétrico tem por 

principio verificar as atividades das oxidorredutases dependentes de NADH na conversao da 

molécula de MTT, de coloragdo amarela, para o cristal de formazan, de coloragdo roxa. Em 

outras palavras, o ensaio possibilita avaliar as células que estdo metabolicamente ativas, pois 

somente essas serdo capazes de realizar tal conversdo. As trés linhagens foram plaqueadas e 

tratadas sob as mesmas condi¢des (FIGURA 3). 

FIGURA 3 - DETERMINACAO DA ATIVIDADE METABOLICA APOS O TRATAMENTO DAS 

LINHAGENS U87MG-EGFP, US7MG-RECK E U87MG-RECKvar3 COM TMZ E SVA POR 72h 
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Fonte: O autor (2024). 

Nota: Gráfico de porcentagem relativa de atividade metabólica obtido pelo ensaio de redução de MTT para as 

linhagens U87MG EGFP, U87MG RECK e U87MG RECKvar3 tratadas com TMZ 100 uM, SVA LuMea 

combinação dos fármacos por 72 horas. Os resultados são apresentados como média + desvio padrão em relação 

ao valor observado para os controles com veiculo (EtOH e DMSO) proveniente de três experimentos 

independentes realizados em quadruplicata. 

Analisando a atividade metabólica das células inicialmente após tratamento com TMZ, 

observa-se que a linhagem U87MG-EGFP, com vetor de superexpressão vazio, e, portanto, 

semelhante à linhagem parental não submetida a nenhuma transfecção viral, apresenta o perfil
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de responsividade caracteristico à TMZ, com percentagem relativa de células metabolicamente 

ativas em torno de 80%. Ainda, ao superexpressar RECK, nota-se breve redução na 

porcentagem, com viabilidade relativa proxima aos 75%. No entanto, com a superexpressao de 

RECKvar3 um perfil de responsividade diferente ¢ observado, com as células apresentando 

viabilidade relativa de 98%. Tal fenômeno sugere que o transcrito variante de RECK possa 

estar de algum modo influenciando as células da linhagem U87MG a apresentar um perfil de 

resisténcia à TMZ. Tal dado corrobora o que foi observado recentemente em nosso laboratorio, 

pela mestranda Ana Gabriela Jungles Almeida, e aponta que o balango entre a expressão de 

RECK/RECKvar3 desempenha um papel entre a responsividade e a resisténcia a TMZ, 

aumentando a possibilidade de investigagdo dos mecanismos adjacentes à tal fendmeno. 

Por outro lado, um perfil distinto foi observado nas condigdes experimentais de tratamento 

com SVA e TMZ. Previamente, Gomes 2018 (dados ndo publicados) realizou experimentos 

semelhantes ao deste trabalho, mas utilizando somente a linhagem U87MG parental ¢ numa 

maior densidade celular e observou um perfil de citotoxicidade distinto, no qual a SVA na 

concentragdo de 1 uM reduziu a viabilidade das células em torno de 30%, ao passo que a 

combinagdo dos farmacos promoveu ainda mais a redugdo da viabilidade, em torno de 50%. 

No presente trabalho, os 3 experimentos de MTT realizados apontaram um grau de 

citotoxicidade e sensibilizagdo das células à SVA e a combinagdo muito maior do que 

inicialmente obtido, onde as células nestas condig¢des experimentais apresentaram drastica 

redugdo na viabilidade das células, igual ou superior a 70% para as 3 linhagens analisadas. 

Portanto, futuramente, mais ensaios serdo realizados aumentando a quantidade de células por 

cm? da área de crescimento, a fim de avaliar se os perfis de responsividade se mantém, sendo 

dependentes de densidade celular. 

6.2. AVALIAÇÃO DA EXPRESSAO DE mRNA de NOTCHI E HESI NAS LINHAGENS 

U87MG TRATADAS COM TMZ E SVA 

A fim de caracterizar os efeitos dos tratamentos de TMZ, SVA e a combinagdo das 

drogas no perfil transcricional dos genes NOTCHI e HESI, ensaios de anélise da expressdo 

génica por RT-qPCR foram realizados (FIGURAS 4 E 5). 

De maneira interessante, para a linhagem U87MG-EGFP, a agdo dos firmacos 

promoveu um aumento na expressao dos transcritos de NOTCH1, com aumento relativo de 5 e 

8 vezes para as condigdes tratadas por TMZ e SVA, respectivamente. Ja na condição de 

tratamento combinado, esse aumento foi ainda mais intenso, algo em torno de 40 vezes em
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relação a condição controle. De outro modo, observou-se que a superexpressio de RECK (na 

linhagem U87MG-RECK) promoveu certa supressão do aumento do nivel do transcrito de 

NOTCH! induzido pelas diferentes condi¢des de tratamento, pois todas as condigdes 

experimentais tiveram redugdo na expressdo relativa de mRNA de NOTCHI em relagdo a 

linhagem controle (U87MG-EGFP). Vale ressaltar que a condição de tratamento combinado de 

TMZ e SVA promoveu a diminuição dos niveis de NOTCHI de maneira mais brusca, mantendo 

os niveis de NOTCH1 proximos aos niveis da condição controle onde as células foram mantidas 

somente com o veiculo das drogas. Por fim, na linhagem com superexpressio do variante 

alternativo RECKvar3 o nivel de expressão relativa do mRNA de NOTCH] se manteve elevado 

após o tratamento com TMZ, atingindo 10 vezes em relagdo as condigdes de tratamento 

somente com os veiculos e aos tratamentos com SVA e combinagio dos farmacos. 

FIGURA 4 — EXPRESSAO RELATIVA DE mRNA DOS TRANSCRITOS DE NOTCHI PARA AS 

LINHAGENS U87MG-EGFP, U87MG-RECK E U87MG-RECKvar3 TRATADAS COM TMZ E SVA POR 

72h 
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Fonte: O autor (2024). 

Nota: Grafico de porcentagem de expressdo de mRNA NOTCHI obtido por RT-qPCR para as linhagens US7MG- 

EGFP, U87MG-RECK e U87MG-RECKvar3 tratadas com TMZ e SVA por 72h. Os resultados sdo apresentados 

como média + desvio padrão em relação ao valor observado para o controle com os veiculos (U87MG-EGFP), 

decorrentes de um experimento independente realizado em duplicata. 

Obedecendo o padrão de sinalizagdo como um dos primeiros alvos a jusante de 

NOTCHI, o nivel de expressao relativa do transcrito de HES! seguiram o perfil apresentado 

acima. Para a linhagem U87MG-EGFP, observou-se novamente um aumento do nivel de
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expressdo de HES! após os tratamentos com TMZ, SVA e os farmacos combinados, atingindo 

respectivamente 2, 2 e 2,5 vezes. Do mesmo modo, a superexpressio de RECK candnico 

promoveu supressdo do aumento da expressdo do transcrito de HESI após os diferentes 

tratamentos, com os niveis variando em torno de 0,5 a 1,5 vezes a expressão relativa. Por último, 

na linhagem U87MG-RECKvar3, de maneira repetida o nivel de expressdo de mRNA de HES] 

na condição tratada com TMZ se sobressaiu em relação as demais, em torno de 10 vezes, ao 

passo que as outras condigdes experimentais variaram entre 0,5 e 1,5 vezes. 

FIGURA 5 - EXPRESSAO RELATIVA DE mRNA DOS TRANSCRITOS DE HES! PARA AS LINHAGENS 

U87MG-EGFP, U87MG-RECK E U87MG-RECKvar3 COM TMZ E SVA POR 72h 
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Fonte: O autor (2024) 

Nota: Gráfico de porcentagem de expressão de mRNA HESI obtido por RT-qPCR para as linhagens US7MG- 

EGFP, US87MG-RECK e U87MG-RECKvar3 tratadas com TMZ e SVA por 72h. Os resultados são apresentados 

como média + desvio padrão em relação ao valor observado para o controle com os veículos (U87MG-EGFP), 

decorrentes de um experimento independente realizado em duplicata. 

6.3. RECK/RECKvar3, VIA DE NOTCH E RESISTÊNCIA À TMZ 

Tomando de início o perfil do conjunto de dados obtidos através dos ensaios moleculares 

de RT-qPCR, vê-se inicialmente que a superexpressão de ambos os transcritos de RECK 

canônico e variante 3 afetam de algum modo o perfil de expressão de NOTCHI e HESI. Ao 

buscar fundamentação para esse achado na literatura, encontramos o trabalho de Muraguchi e 

colab. (2007). Neste trabalho, os autores descrevem o papel de RECK como um dos principais 

moduladores upstream da via de Notch, via interação com ADAMI1O. Apesar dos dados serem
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apresentados num contexto do papel fisiologico de RECK e da via de sinalização de Notch para 

o neurodesenvolvimento e manutenção da população progenitora neural, os autores reforgam a 

ideia de sugestão de RECK como moduladora da via de Notch através da inibição de ADAM10. 

Tais dados corroboram principalmente com os dados da expressdo dos mRNA de NOTCHI e 

HESI após superexpressdo de RECK. Com o aumento da proteina na superficie celular, a 

repressdo da proteina ADAMI10 acontece em maior extensdo, o que inibe por conseguinte os 

alvos downstream da via de Notch. 

Em relagdo aos dados apresentados sobre a resisténcia das células da linhagem US7MG 

à TMZ ap6s superexpressdo de RECKvar3, Alifate e colab., (2020) apresentam um conjunto de 

dados que se correlacionam indiretamente com os achados do nosso trabalho. Os autores viram 

que linhagens celulares (incluindo a U87MG) que adquiriram resisténcia à TMZ possuem 

downregulation de PLK2, uma quinase que ¢ reguladora da via de Notch. Ainda, os autores 

viram que com a supressdo de PLK2 via shRNA uma série de alvos downstream de Notch 

(HES1, c-MYC, p21, ciclina D3) tem sua expressão elevada a nivel de mRNA e a nivel proteico 

Notchl, Notch2 e HESI se elevam. 

Por fim, os dados obtidos reforgam o que o nosso grupo vem descrevendo — o papel 

distinto e oposto da ação de RECKvar3 em relação a forma canônica de RECK. Ainda, este 

trabalho mostra uma inédita agdo de RECKvar3, sugerindo que essa variante de splicing está 

relacionada com promoção de resisténcia tumoral. Até o presente momento, pelo que sabemos, 

a ação de RECK no fendtipo de resisténcia ao tratamento nunca tinha sido descrito 

anteriormente.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS 

Os dados obtidos neste trabalho abrem diversas possibilidades de investiga¢do no 

futuro. Nossos resultados sugerem um papel importante da razio RECK/RECKvar3 como 

modulador da via de Notch. Os resultados descritos contextualizam essa regulagdo no nivel 

transcricional, mas os efeitos a nivel proteico estdo dentre algumas possibilidades de 

experimentos futuros, de forma a completar e ampliar a caracterizagdo de RECK como um 

modulador da via de Notch em modelo tumorigénico de glioblastoma humano. 

Outra perspectiva do estudo diz respeito a ampliação e melhor caracterização dos efeitos 

da SVA como adjuvante ao quimioterapico TMZ. Nossos resultados de viabilidade celular 

sugerem um importante efeito citotoxico dependente de densidade celular. Pode-se expandir 

essas analises avaliando os efeitos da combinação dos farmacos em uma curva de crescimento 

celular, ou ampliando para modelos de cultura 3D onde não apenas o número de células, mas 

também a interagdo célula-célula e célula-matriz pode ser avaliada, criando um ambiente in 

vitro com maior complexidade de interagdes, se aproximando mais do modelo encontrado in 

vivo.
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