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RESUMO

“Efeitos in vitro da inibicao do NF-KappaB na quimio- e radiorresisténcia em
linhagens celulares de glioblastoma.”

O glioblastoma é um tumor maligno que acomete os hemisférios cerebrais e se
caracteriza por ser um dos tipos mais agressivos e frequentes. Depois de diagnosticado o
paciente tem uma sobrevida de 12 a 18 meses, o que deixa claro a baixa eficiéncia das
terapias convencionais. Esta situacao desfavoravel é resultado da resposta tumoral a estes
tratamentos, na qual as células ativam mecanismos anti-apoptdticos, de quimiorresisténcia,
de invasdo e proliferacdo, o que sobrepuja tanto a remocgdo cirdrgica quanto os tratamentos
convencionais (radio- e quimioterapia). Varios desses mecanismos ativados durante o
tratamento sdo, ao menos em parte, controlados por um uUnico fator de transcricdo: o NF-
kappaB, o que leva a inferir que ao ser bloqueado, a sensibilidade celular a terapia sera
aumentada. Recentemente foi descoberto um inibidor deste fator de interesse, o DHMEQ
(deidroximetilepoxiquinomicina), que atua no bloqueio da translocagao do NF-kappaB para o
nucleo, impedindo assim a sua ativac¢do transcricional.

Dessa forma, no projeto em questdao foram testados os efeitos in vitro desta nova
droga, em linhagens celulares adultas (T98G e U138-MG) e pediatricas (SF188 e KNS-42) de
glioblastoma, através de experimentos que mensuram a expressdao génica e a resposta
celular quando combinada a radiagdo ionizante e aos quimioterapicos mais convencionais
(Temozolomida e Etoposide). Os resultados obtidos mostraram uma ac¢do quimio- e
radiosensibilizante nas linhagens (inclusive naquelas consideradas resistentes) quando o
DHMEQ foi aplicado de modo sequencial, indicando sinergia entre os tratamentos. Também
se verificou a diminuicdo nos niveis de expressdo do gene MGMT responsavel pela
resisténcia ao tratamento com agentes alquilantes. Com base nesses resultados e em dados
da literatura, podemos concluir que o NF-kappaB é um alvo terapéutico promissor e que o

DHMEQ é um quimioterapico sensibilizante com possibilidade futura de uso clinico.

Palavras-chave: Glioblastoma, DHMEQ, NF-kappaB.



ABSTRACT

“In vitro effects of NF-kappaB inhibition in chemo-and radioresistance in
glioblastoma cell lines.”

Glioblastoma is one of the most aggressive and frequent primary brain tumor
commonly found in the cerebral hemispheres. The prognosis it still dismal with median survival
of 12 to 18 months, demonstrating the low efficiency of current therapeutic approaches. This
unfavorable situation is reinforced through the tumor mechanisms of anti-apoptosis,
chemoresistance, invasion and proliferation, which evade surgical removal and traditional
treatments (radio- and chemotherapy). The resistance mechanisms activated during the cell
response are in part, controlled by a unique transcription factor: the NF-kappaB. Recently, a
specific inhibitor of this factor was discovered, DHMEQ (dehydroxymethylepoxyquinomicin),
which acts blocking the nuclear translocation of NF-kappaB, preventing its transcriptional
activation.

In the present study, the in vitro effects of DHMEQ were tested on different adult
(T98G and U138-MG) and pediatric (SF188 and KNS-42) glioblastoma cell lines, through
experiments that measure gene expression and the drug effects when associated with
irradiation and conventional chemotherapeutics (temozolomide and Etoposide). The results
evidenced chemo- and radiosensitizing effects of DHMEQ in all cell lines (including the
resistant ones), mainly when the inhibitor was administrated in a sequential schedule.
Furthermore, a decreased expression the repair gene MGMT, responsible for the resistance to
alkylating agents, was verified. Based on this results and literature, we can conclude that NF-
kappaB might be a promising therapeutic target and DHMEQ a sensitizing chemotherapeutic

with future possibilities of clinical application.

Keywords: Glioblastoma, DHMEQ, NF-kappaB.
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LARA ELIS ALBERICI DELSIN INTRODUCAO

O Glioblastoma (GBM), ou Astrocitoma grau |V, segundo a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), representa 12-15% de todos os tumores cerebrais e 50-70% dos gliomas
malignos. Este tumor ¢é altamente agressivo, e neurologicamente destrutivo, sendo
considerado uma das neoplasias humanas mais letais (Louis et al., 2007; Lima et al., 2012). A
doenc¢a acomete mais adultos que criangas, com pico de incidéncia entre 45 e 70 anos, sendo
1,5 vezes mais comum em homens (Ferguson, 2011; Brandes, 2008). O GBM pode se
desenvolver em qualquer regido do sistema nervoso central (SNC), mas acomete
principalmente os hemisférios cerebrais, emergindo de células intrinsecas deste sistema ou
das meninges (Ferguson, 2011).

Os sintomas clinicos apresentados pelos pacientes podem incluir dores de cabeca
progressivas (em cerca de 50% dos casos), deficiéncias neuroldgicas, nduseas e convulsoes.
Provavelmente como resultado do aumento da pressao intracraniana, hidrocefalia, edemas ou
hemorragias (Ferguson, 2011; Lima et al., 2012).

Os GBM podem surgir de dois modos, sendo classificados em primarios (ou de novo) e
secundarios. Os primarios se formam muito rapidamente sem que haja evidéncia de
precursores, representando 90% dos casos; os GBM secundarios por outro lado, progridem de
tumores com menor nivel de malignidade, como Astrocitomas difusos (grau Il segundo a OMS)
ou Astrocitomas anaplasticos (grau Ill segundo a OMS), aparecendo com menor frequéncia.
Apesar de ndo apresentarem diferengas morfoldgicas evidentes, eles se desenvolvem a partir
de vias genéticas diferentes (Ohgaki & Kleihues, 2009).

Durante o desenvolvimento dos GBM primarios ocorrem alteracdes genéticas, dentre
elas amplificacdo do EGFR (epidermal growth factor receptor) em cerca de 40% dos casos, e
em 15 a 40% observa-se mutagdo no PTEN (phosphatase and tensin homolog). Nos
glioblastomas secundarios sdo mais evidentes muta¢des no gene TP53 (tumor protein 53),
observado em cerca de 68% dos casos, além de altera¢gdes no TGF-6 (transforming growth
factor beta), que gera um alca de retroalimentacdo autdcrina para estimulacdo do
crescimento, e amplificacdo/superexpressdo do PDGFR (platelet-derived growth factor
receptor). Em aproximadamente 50% dos glioblastomas primarios e em mais de 70% dos
secunddrios podem ser observadas mutagdes ao menos em um dos genes TP53, MDM2
(murine doble minute 2) ou pl4arf (protein 14 alternate reading frame), que por estarem na
mesma via, estdo relacionados a alteracdes no ciclo celular em resposta a danos no DNA,
morte e diferenciacdo celular. Outras altera¢bGes genéticas também podem ocorrer
principalmente relacionadas ao gene RB (retinoblastoma), cuja altera¢do culmina em

progressao desregulada do ciclo celular (Ohgaki & Kleihues, 2009; Lima, 2012).
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LARA ELIS ALBERICI DELSIN INTRODUCAO

Ainda, este tipo de tumor maligno exibe um perfil genético heterogéneo, tanto entre
células de um Unico tumor quanto entre tumores (Kerasi, 2011). As principais caracteristicas
histo- e citopatoldgicas do GBM sdo necrose, neo-angiogénese, atipia nuclear, aberrages
cromossdmicas, crescimento desregulado, mecanismos de anti-apoptose, tendéncia a
infiltragdo difusa e migragdo; o que somados geram uma grande propensdo a resisténcia as
terapias convencionais (Zhang et al., 2011; Ferguson, 2011; Kesari, 2011).

O procedimento terapéutico padrdo se inicia com a ressecc¢ao cirurgica do tumor, que
visa minimizar os efeitos que a massa tumoral gera, entretanto trata-se de um procedimento
controverso em gliomas malignos. Em outros campos da oncologia, a cirurgia representa um
procedimento de controle da doenca, porém os GBM apresentam uma alta capacidade
invasiva e margens pouco definidas, o que dificulta a resseccdo completa e culmina em
aumento das recidivas. Além disso, a maxima resseccdo ndo é possivel devido a proximidade a
areas criticas, podendo gerar complica¢des neuroldgicas e necrose (Hentschel & Sawaya, 2003;
lacob & Dinca, 2009; Ferguson, 2011; Lima et al, 2012).

Além da resseccdo cirurgica, a radioterapia também é aplicada no tratamento de casos
de gliomas malignos; essa se baseia no dano que a radiacdo ionizante causa no DNA por
elétrons e geragdo de radicais livres (lacob & Dinca, 2009). Com o advento da radioterapia a
sobrevivéncia média dos pacientes passou de trés meses, apenas com o procedimento
cirdrgico, para oito meses (Tran & Rosenthal, 2010). Em 2005, a Organiza¢do Europeia de
Pesquisa para Tratamento do Céncer (EORTC) e o Instituto Nacional do Cancer do Canada
(NCIC) demonstraram a eficacia no tratamento concomitante e adjuvante do agente alquilante
Temozolomida (TMZ) (Perry et al.,, 2012). Sendo assim, o tratamento padrdo utilizado
atualmente consiste em maxima remocao cirurgica, visando aliviar os sintomas de hipertensdo
cranial gerados pela massa celular, seguida de radio- e quimioterapia concomitantes e
tratamento adjuvante de seis meses apenas com o quimioterapico TMZ (Brandes et al., 2008;
Khasraw & Lassman, 2010).

A TMZ é uma pré-droga que ao ser metabolizada pela célula libera o ion metildiazonio,
gue é altamente reativo. Este metabdlito é um agente capaz de metilar o DNA gerando os
seguintes produtos: N’-metilguanina, O%-metilguanina e N*-metiladenina. Apesar do primeiro
ser o mais produzido (70%), o produto mais téxico é o O°-metilguanina, pois provoca o
pareamento errado de uma timina com uma guanina metilada durante a replicacdo,
resultando em 0°MeG/T, que é reconhecido pelo sistema de reparo mismatch (MMR). Tal
mecanismo tenta improdutivamente reparar esse pareamento por varios ciclos, o que gera

lesGes secundarias e acaba por bloguear a préxima replicagdo do DNA, levando eventualmente
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a quebras de dupla fita e inducdo da via apoptodtica (Chalmers et al., 2009; Knizhnik et al.,
2013).

Entretanto, apesar do progresso tecnolégico na medicina e avango das pesquisas, o
tratamento padrdo ainda apresenta baixa eficdcia, acarretando em um péssimo progndstico,
com uma sobrevida média dos pacientes entre 12 e 18 meses (Ferguson, 2011; Lima et al.,
2012).

Umas das razGes para tal ineficacia do tratamento é a alta quimiorresisténcia dos
GBM. O dano causado pela TMZ, por exemplo, pode ser eficientemente revertido pela enzima
MGMT (O°-metilguanina metiltransferase) que age transferindo o grupamento alquil/metil do
dtomo 0O° da guanina do DNA para seus proprios residuos de cisteina, inativando
irreversivelmente a proteina MGMT e restaurando a guanina do DNA, inviabilizando deste
modo o tratamento. Por outro lado, em tumores cujas ilhas CpG presentes no promotor do
gene MGMT estdo metiladas, tal gene é silenciado, e desta maneira ndo ocorre o mecanismo
de reparo, fazendo com que o tratamento seja mais efetivo, conferindo ao paciente melhor
progndstico (Lavon et al., 2007; Chalmers et al., 2009). Esta situacdo favoravel é verificada em
cerca de 40% dos GBM, nos quais a resposta a quimioterapia através da acdo da TMZ é mais
eficiente, e os pacientes chegam a atingir uma sobrevida de, em média, 10 meses a mais do
gue os casos onde o GBM ndo possui o promotor de MGMT hipermetilado (Kesari, 2011).

O tratamento em casos pediatricos é ainda mais desapontador, pois estes apresentam
maior resisténcia a TMZ que nos pacientes adultos. Uma das possiveis explicacdes para este
fato foi descrita no trabalho de Ezaki et al., 2011, no qual os pesquisadores demonstraram que
os gliomas pediatricos apresentaram expressdao de MGMT significativamente mais alta que
gliomas adultos, além de menor metilagdo do promotor do MGMT. Além disso, outros estudos
jd comprovaram que a resisténcia em linhagens de GBM pediatrico pode também estar
relacionada a mecanismos independentes da expressdao de MGMT, como o caso da linhagem
KNS-42, cuja resisténcia se mostrou relacionada a altos niveis de expressio dos genes
HOXA9/HOXA10 (Gaspar et al., 2010). Sendo assim, para casos pedidtricos que apresentam
alta resisténcia ao tratamento tradicional, outras drogas, como Vincristina (Felix et al., 2011),
Nimotuzumab (Cabanas et al., 2013), ou uma combinacdo de diversas drogas, como no
protocolo HIT-gBM-c (Wolff et. al., 2010) entre outras, sdo utilizadas, sem que haja um
protocolo padrao a ser seguido.

Nos casos de reincidéncia do tumor, o quimioterdpico estabelecido como de segunda
ou terceira linha é também o Etoposide (VP-16) (Watanabe et al.,2002). Trata-se de um

guimioterdpico sintético capaz de inibir a proteina Topoisomerase Il, altamente utilizado como
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antineoplasico em diversos tipos tumorais, como leucemia mieldide aguda, cancer gastrico,
cancer de mama, entre outros (Hande, 1998).

Paralelamente, na literatura constam diversas vias alternativas a do MGMT que
também levam a resisténcia tumoral. Estudos j4 demonstraram que alguns tumores que
exibem uma baixa expressio de MGMT podem também exibir alta resisténcia por
apresentarem mutacoes no gene TP53, super-expressdo das proteinas anti-apoptoticas BCL-2
e BCL-X,, ativa¢cdo dos mecanismos de invasdo (através da producdo de gelatinases da familia
MMP), proliferacdo (regulacdo do ciclo celular) e angiogénese (pela expressdo de VEGF e IL-8)
(Spiller et al., 2011). Além destes, é conhecida também a ativacdo da via BER (base excision
repair), que repara as N’-metilguanina inseridos no DNA pela TMZ, diminuindo a citotoxidade
deste quimioterdpico (Trived et al., 2005; Gaspar et al., 2010). Em conjunto, estes estudos
ressaltam que varias outras vias e genes podem ser responsaveis pela pequena eficiéncia do
tratamento, ndo somente o MGMT (Sarkaria et al., 2008).

Também, outro mecanismo que pode ser responsavel pela quimiorresisténcia em GBM
em geral é a apresenta¢do de um fendtipo inerente ou adquirido de resisténcia a multidrogas
(MDR — multidrug resistence), relacionado a expressdo da glicoproteina-P (P-gp), proteina que
forma um transportador de membrana dependente de ATP capaz de bombear principalmente
drogas de natureza hidrofdbica ou anfipatica para fora das células, e por este motivo sdo
conhecidas como bombas de efluxo. Em humanos, os genes MDR1 (ou ABCB1) e MDR3 estdo
relacionado a expressao da glicoproteina-P (P-gp), mas apenas os transcritos do MDR1 é que
conferem o fendtipo de resisténcia. Outras proteinas também classificadas como bombas de
efluxo e relacionadas ao MDR s3o as MRP1, MRP3 (multdrug resistance associated protein 1 e
3) e BCRP (breast cancer resistence protein). Devido a homologia de sua natureza proteica, as
bombas de efluxo foram incluidas na familia ABC (ATP binding cassette family), sendo a P-gp
também chamada de ABCB1 e a proteina BCRP denominada ABCG2 (Demule et al., 2001;
Breedveld et al., 2006).

Tais proteinas estdo relacionadas a protecdo dos organismos contra entrada de
xenobidticos, impedindo que estas atinjam niveis citotdxicos; por isso sdo encontradas
normalmente na barreira hematoencefalica. A P-gp apresenta expressdo exacerbada em
tumores cerebrais primarios de varios graus, incluindo GBM (Demule et al., 2001). A
resisténcia por bombas de efluxo sempre foi relacionada principalmente a drogas como
Vincristina, Etoposide e Doxorubicina, porém Schaich e colaboradores (2009) demonstraram

sua relagdo também com TMZ através de ensaios de citotoxicidade.
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Tendo em vista a alta resisténcia ao tratamento convencional apresentada pelos GBM,
e sabendo que diversas vias moleculares colaboram para este perfil, pode-se concluir que é de
extrema importancia a busca por novos alvos terapéuticos que tenham como caracteristica
intersectar varias vias de sinalizacdo relacionadas ao desenvolvimento e manutencao do perfil
neopldsico (Castro-Gamero et al., 2013).

Nesse contexto, recente interesse tem sido depositado no fator de transcricio NF-
kappaB. Em mamiferos, a familia do NF-kappaB é composta por cinco membros, incluindo REL
(c-Rel), RELA (p65), RELB, NF-kB1 (p50 e seu precursor p105) e NF-kB2 (p52 e seu precursor
p100), e compartilham como caracteristica homdloga o dominio Rel, que possui um sinal de
localizacdo do nucleo (NLS — nuclear localization signal) e esta relacionado a formacgdo de
dimeros entre os membros da familia, assim como em promover a ligagdo em sequéncias
especificas do DNA e a proteinas da familia IkB (Emdad, 2006; Inoue, 2007).

Em células normais, as proteinas da familia do NF-kappaB se encontram no citoplasma
inativo mascarando o NLS (Emdad, 2006; Bednarski, 2009). Sua ativacdo em células normais
pode ser acionada por indutores como agentes carcinogénicos, radiacdo ultravioleta, radiacdo
ionizante e alguns quimioterapicos (como Cisplatina, Doxorubicina e Vincristina), além de
exposicdo a citocinas (TNF-alfa e IL1-beta) e fatores de crescimento (EGF e PDGF) (Zanotto-
Filho, 2010; Spiller et al., 2011).

Apds a inducdo da ativacdo, o heterodimero mais abundante é formado pelas
subunidades p50 e p65, relacionados a ativacdo transcricional (Emdad et al., 2006). Para a
ativagdo deste heterodimero, um complexo quinase kB (IKK), que consiste em duas
subunidades cataliticas (IKKa e IKKB) e uma subunidade regulatdria (IKKy/NEMO), fosforila a
proteossomo 26S, esta fosforilacdo culmina na liberagdo o NF-kappaB. O fator de transcrigao
pode entdo se translocar para o nicleo em sua forma ativa e modular a transcri¢cdo de diversos
genes (Bednarski et al., 2009).

Entretanto, as células cancerosas apresentam o NF-kappaB constitutivamente ativo. Ja
foi relatado em diversos estudos esta ativagdo constitutiva em canceres como fibrossarcomas,
leucemias, cancer de colo, ovdrio, tireoide, pancreas, pulmdo e mama, assim como em varios
canceres pediatricos de alta malignidade (Bednarski et al., 2009; Spiller et al., 2011; Emdad,
2006). Além disso, Nagai e colaboradores (2002), também mostraram que o NF-kappaB esta

ativado na grande maioria dos GBM.
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Os principais alvos do NF-kappaB sdo genes envolvidos em vias anti-apoptodticas,
reguladoras da proliferacdo celular e processos oncogénicos, como metdstase e angiogénese
(Emdad et al., 2006; Bednarski et al., 2009). Sendo assim, uma vez que o NF-kappaB esta ativo
nas células cancerosas, ele se torna um dos agentes capazes de garantir o desenvolvimento e a
manutencdo das caracteristicas inerentes a estas neoplasias através da regula¢do destes alvos.

O NF-kappaB é capaz de regular mais de 150 genes (Naugler & Karin, 2008). Alguns
estudos comprovaram a relacdo deste fator de transcricdo com os genes responsaveis pela
resisténcia dos GBM mencionados anteriormente. Alguns experimentos evidenciaram rapido
acumulo de NF-kappaB no nucleo concomitantemente a ativacdo de bombas de efluxo (Wang
et al., 1996; Labialle, et al., 2002). Também Lavon e colaboradores (2007) demonstraram uma
relagdo positiva entre a expressdao do gene MGMT e a ativacdo do fator de transcricdo NF-
kappaB em linhagens celulares e em gliomas; descrevendo na regidao promotora do gene
MGMIT dois sitios de ligacdo para este fator de transcricao.

Assim, o perfil pleiotrépico apresentado por este fator de transcricdo relaciona-o com
diversos mecanismos responsaveis por desencadear o desenvolvimento e a resisténcia dos
GBM, tornando-o uma molécula-alvo extremamente importante para pesquisas que visam
melhorar o tratamento convencional para este tipo de tumor.

Com base nessas caracteristicas, um dos focos de pesquisas atuais em busca de
tratamentos alternativos para o GBM é a inibicdo do NF-kappaB (Gilmore & Herscovitch,
2006). Dentre algumas drogas capazes de inibir este fator de transcricdo estdo Pirrolidina
Dithiocarbamato, Diethildithiocarbamato, Sulfasalazina, Curcumina e Bortezomibe (Spiller et
al., 2011). Entretanto, estas drogas ndao tem demonstrado alta especificidade. Recentemente,
um novo inibidor do fator de transcricdo de interesse denominado
Deidroximetilepoxiquinomicina (DHMEQ) foi sintetizado e, ao contrario das outras drogas,
possui alta especificidade para o NF-kappaB. O DHMEQ é o Unico inibidor capaz de bloquear a
um mecanismo de ag¢do de importantes implicacBes clinicas (Katsman et al., 2009; Fukushima
etal., 2012). Trata-se de um composto de baixo peso molecular e com estrutura referente ao
antibidtico Epoxiquinomicina, que possui toxicidade extremamente baixa quando comparada a
outros antibioticos (Umezawa, 2006; 2011).

O DHMEQ atua se ligando a residuos de cisteina presentes nas proteinas p65, c-REL,
RELB e p50 da familia REL, impedindo a translocac¢do nuclear do fator. Além disso, tais residuos
sdo essenciais para que ocorra ligagdo do fator de transcricdo ao DNA, e a ligagdo do DHMEQ

nestes locais também impossibilita a interacdo com o DNA e consequentemente a ativa¢do da
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transcricdo. Desta maneira o DHMEQ também se torna um inibidor altamente especifico e com
baixo efeito toxico (Umezawa, 2011).

Alguns estudos iniciais dos efeitos do DHMEQ in vivo mostraram resultados positivos
indicando que a nova droga poderia suprimir o crescimento de vdrios tipos tumorais
(Fukushima, 2011). Resultados similares também foram obtidos em experimentos in vitro em
de carcinoma de tiredide (Starenki et al., 2004), cancer de bexiga (Horiguchi et al., 2003),
mieloma multiplo (Watanabe et al., 2005a), leucemia (Watanabe et al., 2005b), cadncer de
mama (Matsumoto et al., 2005), e cancer de préstata (Kikuchi et al., 2003), entre outros.

Considerando os resultados de tais pesquisas, os avang¢os atuais na busca por novos
alvos terapéuticos, assim como o melhor entendimento das caracteristicas moleculares dos
GBM, podemos afirmar que o tratamento deste tipo tumoral é um paradoxo inaceitavel, que
apesar de tantos progressos pouco evoluiu ao longo da ultima década e ainda confere ao
paciente um péssimo progndstico. Baseando-se neste contexto, o trabalho em questdo propds
estudar a capacidade deste novo inibidor de NF-kappaB, o DHMEQ, de sensibilizar células de
GBM aos tratamentos utilizados atualmente, focando também nos casos pediatricos, nos quais
ainda ndo se estabeleceu um tratamento padrdo mais adequado, sendo a terapia ainda
considerada uma medida paliativa para este tumor tdo maligno e letal cuja cura se mantém

ilusdria (Kerasi, 2011).
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1.

2.

LARA ELIS ALBERICI DELSIN OBJETIVOS

Tem-se como objetivo no trabalho em questdo analisar os efeitos in vitro da inibi¢do
do fator NF-kappaB pelo DHMEQ, associado a quimioterapicos convencionais, como TMZ e VP-
16 e a radiagdo ionizante, em linhagens celulares de GBM adulto e pediatrico em relagdo a

resisténcia e sensibilizacdo aos tratamentos convencionais.

2.1. Objetivos especificos:

Analisar a dindmica da expressdo de genes associados a quimiorresisténcia (MGMT, MDR1,

MRP1 e BCRP1) em linhagens de GBM tratadas com diferentes concentra¢ées de DHMEQ;

Avaliar o efeito radio- e quimiossensibiizante do DHMEQ em linhagens de GBM tratadas in

vitro com terapias tradicionais (drogas e radiacdo ionizante)
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3.1 Linhagens Celulares e Condigdes de Cultura

Para realizacdo deste trabalho foram utilizadas linhagens de GBM adulto U138-MG e
T98G consideradas resistentes a TMZ por expressarem MGMT (adquiridas no American Type
Culture Collection, USA), e duas linhagens de GBM pediatrico, sendo elas SF188 (gentilmente
cedida pela Dra. Nada Jabado — Mc Gill University, Montreal, Canadd) e KNS-42 (importada do
Japao através do banco de linhagens da Universidade Federal do Rio de Janeiro). Todas as
linhagens celulares foram cultivadas em garrafas de 75cm?, incubadas em atmosfera Umida
contendo 5% de CO, e temperatura de 37°C. Como meio de cultivo foi utilizado meio HAM F10,
complementado com 60mg/L de penicilina, 100mg/mL de estreptomicina e 10% de soro
bovino fetal (SBF, Gibco BRL, Life Technologies, Carlsbad, California, USA) a pH de 7,2-7,4; com
excecdo da linhagem KNS-42, para a qual foi utilizado meio MEM complementado com 60mg/L
de penicilina, 100mg/mL de estreptomicina e 5% de soro bovino fetal (SBF, Gibco BRL, Life
Technologies, Carlsbad, California, USA) a pH de 7,2-7,4.

As células em cultura, quando confluentes, foram desprendidas através do uso de
0,05 % da enzima tripsina (Gibco BRL, Life Technologies, Carlsbad, California, USA), e
expandidas para novas garrafas ou congeladas com SBF e 10%DMSO a -802C. Os experimentos

foram realizados com células com menos de 10 passagens a partir de seu descongelamento.

3.2 Drogas

A solucdo estoque de DHMEQ (gentilmente cedido pelo Professor de Bioquimica Dr.
Kazuo Umezawa, Universidade de Keio do Japdo) foi preparada com DMSO em uma
concentracdo de 10 mg/ml e filtrada em filtro millipore (0,2um) sendo armazenada a -20°C. As
células foram tratadas com as concentragdes finais de 2,5, 5, 10 e 20 ug/ml de DHMEQ, (Figura

1).

OH

2T

O

Figura 1: Estrutura molecular do DHMEQ (Umewaza, 2006).
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A Temozolomida (TMZ) (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) foi diluida em DMSO em
concentracdo estoque de 200 mM, também filtrada em filtro Millipore® (0,2um), e estocada a -

20°C, mantendo sua atividade por pelo menos seis meses (Figura 2).

H,NOC

Figura 2: Estrutura molecular da TMZ (Zhang et al., 2012).

O Etoposide (VP16) foi adquirida da Sigma-Aldrich do Brasil, e diluida em agua

destilada como indicado pelo fabricante (Figura 3).

Hyc0” S “OCH,

OH

Figura 3: Estrutura molecular do VP16 (Burden & Osheroff, 1998).

Todas as drogas utilizadas eram diluidas em meio de cultura imediatamente antes do

tratamento das células.

3.3 Extracdo de mRNA e anadlise de expressao génica por RT- qPCR

Através da PCR quantitativa em tempo real (RT- gPCR) foram mensuradas alteracGes

na expressao dos genes MDR1, MRP1 e BCRP em todas as linhagens utilizadas neste trabalho,

e MGMT nas linhagens T98G e U138-MG.
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Aproximadamente 1x10° células de cada linhagem foram tratadas com DHMEQ nas
concentracdes de 2,5; 5,0 e 10 pg/mL e foram obtidas amostras calibradoras de cada linhagem
pelo tratamento com DMSO. Realizou-se a extracdo de RNAm dessas células a partir do
reagente Trizol® (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil) conforme instru¢des do fabricante. As amostras
de RNA foram quantificadas e a partir destas foram sintetizadas amostras de cDNA por meio
do kit High Capacity® (Applied Biosystems®, Foster City, CA, USA) de acordo com o protocolo
do fabricante.

Com auxilio de sondas TagMan® (MDR1 - 00184491; MRP1 - Hs00219905m1; BCRP -
Hs01053787m1; MGMT - Hs01037698m1) foram mensurados os niveis de cDNA para cada
tratamento e calibrador através do aparelho ABI Prism 7500 Sequence Detector (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA). Os enddgenos utilizados foram TBP (TATA-box binding
protein) (4326322E0811008), e HPRT (hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase)
(4310809E0502006) (Applied Biosystems). As amostras foram quantificadas em triplicata e
com volume final de 10uL, sendo utilizados 5,0 uL do Tagman Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems, part number 4304437), 0,5 uL de sonda e 4,5 uL de cDNA. O desvio
padrdo considerado foi de p<0,003 e para todas as amostras a quantificacdo relativa da

expressio génica foi determinada através do método 2*** (Livak, Schmittgen, 2001).

3.4 Ensaio do Cometa

O “ensaio de eletroforese em gel para células isoladas” (single cell gel electrophoresis
assay) teve como base o protocolo estabelecido por Singh et al (1988). Para a realizacdo deste
experimento, foram utilizadas as linhagens T98G e U138-MG pré-tratadas com DHMEQ nas
concentragoes de 10 e 20 ug/mL e apds 6h, TMZ na concentracdo de 250uM, sendo entdo
reincubadas por mais 6h. As células foram tripsinizadas e a suspensdo foi centrifugada a
500rpm, na temperatura de 4°C por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido em agarose de baixo ponto de fusdo (37°C) 0,5%, essa mistura foi espalhada em
[dminas recém-preparadas com uma camada de agarose de ponto de fusdo normal 1,5% e
cobertas com laminula. Apds a solidificacdo da agarose, a laminula foi retirada
cuidadosamente e as laminas foram submersas em solucdo de lise (NaCl 2,5 M, Na,EDTA 100
mM, Tris 10 mM, Triton X-100 1% e DMSO 10%, pH 10,0) por 24h a 42C. Apds este periodo as
laminas foram levadas a uma cuba de eletroforese e mergulhadas em solu¢do tampao de

eletroforese (NaOH 0,3 M e Na2EDTA 1 mM, pH > 13) por 20 minutos, e entdo foi aplicada
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uma corrente de 25V, 300mA por 20 minutos na temperatura de 42C. Apds este procedimento,
as laminas foram mergulhadas em solucdo de neutralizacdo (Tris-HCI 0,4 M, pH 7,5) por 15
minutos, e depois de secas em temperatura ambiente, foram fixadas em etanol 100%.

A coloragdo do material para analise foi realizada através da adigdo de 20 ul/mL de
SYBR Green (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). As laminas foram analisadas em microscdpio de
fluorescéncia (ZEISS, filtro 515-560 nm e barreira de filtro de 590 nm) utilizando a objetiva 400,
sendo fotografados 50 nucléolos por lamina através do programa AxioVision 3.1 (Zeiss,
Gottingen, Germany). Os nucléolos que apresentavam dano no DNA apareceram em forma de
cometa, sendo a intensidade e o comprimento da cauda proporcional a quantidade de dano;
estas varidveis foram mensuradas através do programa Olive tailmoment com TriTek Comet

Score FreeWare v1.5 (TriTek,Sumerduck, VA, USA).

3.5 Ensaio de Proliferagao Celular

O objetivo da realizacdo deste ensaio é verificar a capacidade que os quimioterdpicos
apresentam de inibir a proliferacdo das células sob diferentes tipos de tratamentos. Para tal, as
linhagens T98G, U138-MG, SF188 e KNS-42 foram semeadas em uma concentragdo de 2x10°
células por pogo em placas de 96 pogos e foram cultivadas por 24h. Apds este periodo de
incubacdo em estufa, realizaram-se os tratamentos seriados com DHMEQ (2,5; 5,0; 10,0; 20,0
pg/mL), TMZ (250, 500, 1000, 2000pM) e VP16 (50, 100, 200, 400 uM) no tempo de 48h, com
as drogas isoladas. Em todos os casos, os ensaios foram analisados pelo método colorimétrico

com Giemsa.

3.5.1. Coloragao com Giemsa

Apés o periodo de tratamento com os quimioterdpicos, o meio de cultura foi
descartado e as células foram lavadas com PBS (1x) e fixadas com Metanol absoluto. As células
foram entdo coradas com 100ulL de Giemsa (1%) por poc¢o durante 15min, e entdo lavadas em
agua corrente. Apds a secagem, o corante foi diluido em 100 pL de metanol absoluto por pocgo.
A absorbéancia foi mensurada pelo aparelho iMark microplate reader (Bio-Rad Laboratories,

Hercules, CA) em um comprimento de onda de 655nm.
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3.5.2. Combinacdo entre os quimioterapicos

A partir dos resultados obtidos com os tratamentos das drogas isoladas, foram
calculados, através do software Calcusyn (Biosoft, Ferguson, Missouri, USA), os valores de 1Cs,
definido como a concentragdo necessaria do quimioterapico para que haja uma reducdo de 30
% na proliferacdo. Este valor foi calculado para cada linhagem celular e entdo foi determinada
a média para cada quimioterapico.

As concentragGes correspondentes aos IC3, da TMZ e do VP-16 foram combinadas de
dois modos as concentrac¢des de 2,5; 5,0; 10,0; 20,0 pug/mL de DHMEQ. O primeiro tratamento
realizado foi de modo concomitante, isto é, apds 24h de incubagdo das placas, o meio de
cultura foi removido e um novo meio contendo as diferentes doses de DHMEQ aplicado
juntamente a concentracdo correspondente ao 1C3yg médio da TMZ, ou junto a concentragdo
correspondente ao IC3ymédio do VP-16, foi utilizado para o tratamento. O segundo tipo foio
sequencial, no qual o meio de cultura foi descartado e um novo meio tratado com as
diferentes concentracbes de DHMEQ foi aplicado; apds 6h a este tratamento, aplicou-se a
concentracgdo correspondente ao 1C3y da TMZ ou do VP-16, caracterizando um pré-tratamento.
As células ficaram sob tratamento durante 48h a partir da ultima droga aplicada.

Em todos os casos, os efeitos das interagbes entre o DHMEQ e os quimioterdpicos
tradicionais foram analisados através dosoftware CalcuSyn v2.0 (Biosoft, Ferguson, MO), que
fornece o indice de Combinacdo (Combination Index - Cl), um valor que determina o tipo
interacao das drogas combinadas, classificando-as em sinérgicas (Cl < 1), aditivas (Cl = 1) ou
antagobnicas (Cl > 1). Este valor Cl é baseado na equacdo de Chou e Talalay (1984). O Software
Calcusyn também foi usado para calcular o indice de Redugdo de Dose (Dose Reduction Index -
DRI) das drogas combinadas, que estima o quanto a dose de um ou mais agentes na

combinacdo pode ser reduzida para atingir niveis comparaveis aos das drogas individualmente.

3.6 Ensaio Clonogénico apds irradiagdao

Este ensaio visa avaliar a capacidade de formacdo de colonias das linhagens celulares
apos tratamento sequencial de DHMEQ e diferentes doses de irradiacdo. Para isso, 300 células
por poco foram semeadas em placas de seis pogos e apds o periodo de aderéncia foram

tratadas com 10ug/mL de DHMEQ. Apds 24h, as células foram lavadas e submetidas a
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irradiagdo nas doses de 2, 4 e 6 Gy com raios — y de uma fonte de **Cobalto, a uma taxa de
dose de ~0,4 Gy/min., usando-se o equipamento Gammatron S-80 (Siemens Medical Systems
Inc., South Iselin, USA), do Setor de Radioterapia do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S3o Paulo (HCFMRP/USP).

O tempo de exposic¢do foi calculado conforme a dose pretendida e se considerou o
decaimento do radioisétopo, a irradiacdo foi aplicada na parte inferior das placas. Apés este
tratamento as células voltaram para estufa e foram incubadas por sete dias, tempo suficiente
para a formacgdo de colénias em todas as linhagens.

Para visualizacdo das col6nias o meio de cultura foi descartado e as células foram
fixadas com metanol absoluto e coradas com Giemsa (1%). A contagem foi realizada com
auxilio de estereomicroscépio (40x) e foram consideradas apenas colénias com numero de
células maior ou igual a 50. Cada linhagem foi plaqueada em triplicada e cada experimento foi
repetido duas vezes.

Para analisar a contagem foram usadas trés formulas:

1) EP= n2colbnias formadas  x100

n2 de células plaqueadas

2) FS= n?2 colbnias formadas apés tratamentos

n? de células plaqueadas x EP

3) DER= _FS para uma dose de irradiacdo

FS para uma dose de irradia¢do + droga

A primeira férmula corresponde a Eficiéncia de Plagueamento e diz respeito ao
controle, isto é, é a capacidade que uma célula de determinada linhagem tem de formar
colonias sem nenhum tipo de tratamento. A segunda férmula é a Fracdo de Sobrevivéncia, que
representa a porcentagem de células capazes de formar col6nias apds o tratamento, levando
em consideracdo o EP de cada linhagem.

Ja a terceira fdrmula calcula a Taxa de Reforgo de Dose (Dose Enhancement Ratio -
DER), que ira estabelecer se a associacdo entre a droga e a irradiacdo tem efeito aditivo
(aumenta a eficiéncia da irradia¢gdo quando esta é combinada com a droga - DER=1), sinérgico
(representa a somatdria dos efeitos da irradiagdo e da droga quando tratadas isoladamente -

DER> 1) ou sub-aditivo (quando a droga nao auxilia a irradiacdo - DER <1).
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Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o software SigmaStat (Jandel Scientific Co.,
San Rafael, CA, USA). Para analise da dinamica de expressdo génica apds tratamento foi
utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis. Para avaliar estatisticamente os ensaios
funcionais foi usada a anadlise de variancia ANOVA (one e two-way) seguida pelo teste pareado
Holm-Sidak Pairwise Multiple Comparison, considerando-se o nivel de significancia de a= 0,05

para todos os testes realizados.
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4.1 Expressdo Génica de MDR1, MRP1, BCRP e MGMT em linhagens celulares de

Glioblastoma.

Através da técnica RT-qPCR determinamos a expressao de trés genes relacionados a
formacdo de bombas de efluxo da familia ABC (BCRP, MDR1 e MRP1) em todas as linhagens
utilizadas neste trabalho. Além destes, foi verificada a expressio do gene MGMT, que é
responsavel pela transcricdo de uma enzima de reparo do DNA, nas linhagens de GBM adulto
T98G e U138-MG, consideradas resistentes ao tratamento convencional pela expressao
exacerbada deste gene. Em todos os casos os niveis de expressdo de tais genes foram
mensurados depois do tratamento com DHMEQ nas doses de 2,5; 5,0; 10 pg/mL.

Analisando a média da expressdo dos genes relacionados a bombas de efluxo obtida a
partir das quatro linhagens testadas, podemos observar que, de modo geral, nas
concentragdes mais altas do tratamento com DHMEQ ocorre aumento da expressdo dos genes
BCRP, MDR1 e MRP1 em relagcdao ao controle.

Entretanto podemos observar grande variabilidade da expressdo dos genes conforme
as linhagens estudadas. A linhagem T98G apresentou aumento de expressao sob altas doses
de DHMEQ dos genes MDR1 e MRP1, enquanto que a segunda linhagem adulta, U138-MG,
demonstrou aumento de expressao em relagdo ao controle nos genes BCRP e principalmente
MDR1.

A expressdo dos genes MDR1 e MRPI na linhagem de GBM pedidtrica SF188
praticamente se mantém estdvel em todos os tratamentos, exibindo um aumento
progressivo da expressdo apenas no gene BCRP conforme aumento da concentragdo usada
no tratamento. Na segunda linhagem pedidatrica, KNS-42, também podemos perceber uma
dindmica de expressdao semelhante entre genes MRP1 e BCRP, ja o MDR1 apresenta maior
taxa de expressdo relativa no tratamento de 2,5pug/mL, e a partir de entdo reduz sua
expressdo de modo dose-dependente (Figura 4).

Os resultados obtidos pela RT-gPCR do gene MGMT nas duas linhagens adultas
apresentaram diminuicdo gradual na expressdo relativa sob os tratamentos de 2,5 e 5 ug/mL.
Na concentracdo de 10 ug/mL, entretanto, pode ser observado uma expressdo relativa maior
deste gene que nas concentragdes mais baixas (Figura 4), mas ainda continua reduzido em

relacdo ao controle.
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Figura 4: Dinamica de expressdo de genes relacionados a resisténcia a drogas em linhagens de GBM apds

tratamento com DHMEQ. Os dados foram obtidos pela técnica RT-qPCR e analisados através do método
-AAct

2 (Livak, Schmittgen, 2001).

4.2 DHMEQ potencializa a acdo clastogénica da TMZ.

Visando verificar os efeitos do DHMEQ quando combinado com a TMZ, foi realizado o
Ensaio do Cometa nas linhagens U138-MG e T98G, as mais resistentes ao tratamento
tradicional. Com esse objetivo, as células foram pré-tratadas com DHMEQ nas concentragdes
de 10 e 20ug/mL, e entdo tratadas com o quimioterapico TMZ na concentragdo sub-tdxica de

250mM.
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Baseando-se no principio de que a TMZ gera quebras no DNA, o ensaio cometa
consiste em passar uma corrente elétrica pelas células tratadas, conforme isso acontece, os
menores fragmentos clivados de DNA migram para fora do nucleo, enquanto fragmentos
maiores ficam retidos dentro deste. Deste modo, os menores fragmentos formam uma cauda
com intensidade e extensdo mensurdveis, e conforme esta medida, podemos calcular
indiretamente a quantidade de dano gerado pela droga no DNA, representado como momento
da cauda na Figura 5.

Na Figura 5, fica evidente uma potencializacdo dos danos ao DNA causados pela TMZ
guando esta é associada ao DHMEQ em ambas as linhagens, indicando sinergia entre as
drogas. Na linhagem T98G, observamos potencializacdo de tais danos em mais de duas vezes
quando as células foram pré-tratadas com a concentragdo de 20ug/mL. A linhagem U138-MG
apresentou aumento significativo no dano ao DNA quando a TMZ era combinada com DHMEQ

tanto na concentrag¢do de 20 ug/mL, como também na menor concentracgio.
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Figura 5: Valores do Momento da Cauda para tratamentos sequenciais de
DHMEQ e TMZ nas linhagens de GBM adulto. Através deste valor fornecido pelo
ensaio cometa, podemos verificar que ocorre uma potencializacdo da agdo
clastogénica da TMZ quando se realiza o pré-tratamento com o DHMEQ (P<0,05).
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4 .2. DHMEQ sensibiliza linhagens de Glioblastoma a diferentes quimioterapicos

A fim de avaliar o efeito do DHMEQ quando combinado a diferentes quimioterapicos,
utilizou-se o ensaio de proliferacao celular no tempo de 48h. As combina¢des com as drogas
TMZ e VP-16 foram testadas em quatro linhagens de GBM, duas delas adultas e resistentes
ao tratamento convencional (T98G e U138-MG) e duas pedidatricas (SF188 e KNS-42). Foram
utilizadas as concentragdes de 250, 500, 1000 e 2000 uM para o tratamento com a TMZ pura
e as concentracoes de 50, 100, 200 e 400 uM para o tratamento com VP-16 isolado. A partir
de entdo se estabeleceu a concentragdo equivalente ao IC3o (médio) de 1500 uM para a TMZ
e de 40 uM para o VP-16. Realizou-se entdo a combinacdo com DHMEQ nas doses 2,5; 5,0;
10,0; 20,0 ug/mL de modo concomitante e sequencial.

Nos experimentos nos quais foi utilizada a TMZ isolada percebemos que todas as
linhagens demonstram diminuicdo da proliferacdo conforme aumento na dosagem chegando a
um valor médio de cerca de 33% (variando de 20% na linhagem SF188 a 40% na U138-MG) de
reducdo no tratamento de 2000uM. Nos ensaios de combinacdao concomitante, houve um
aumento na sobrevivéncia das células nas maiores doses de DHMEQ prejudicando o efeito da
droga isolada. Entretanto, no tratamento sequencial hd uma potencializacdo do efeito da TMZ
isolada gracas ao DHMEQ, tornando-a mais efetiva principalmente nas menores
concentragdes, e chegando a uma redugdo na proliferacao de até 54% (variando de 44% na
linhagem U138-MG a 61% na KNS-42) no tratamento de 20ug/mL (Figura 6).

A Tabela | mostra, através do cdlculo pelo software Calcusyn® do indice de
Combinacgdo (Cl), o efeito antagbnico na maioria das linhagens quando a TMZ era combinada
de modo concomitante ao DHMEQ (Cl > 1), e o efeito sinérgico da combinagdo destas drogas
guando o tratamento era realizado de modo sequencial (Cl < 1). Além disso, a tabela
apresenta os valores do indice de Redugdo de Dose que, principalmente na linhagem SF188,
apresentou valores extremamente altos.

Nos tratamentos com o quimioterdpico VP-16 observa-se respostas diferentes a esta
droga manipulada de modo isolado dependendo da linhagem e da concentragdo usada,
sendo que apenas a KNS-42 foi sensivel de modo dose-dependente. Ao analisar os resultados
da combinacdo com o DHMEQ de modo concomitante, percebe-se que houve uma
sensibilizacdo das linhagens mais resistentes, no caso as duas linhagens de GBM adulto,
principalmente nas menores doses, entretanto, para as linhagens mais sensiveis observa-se
um efeito antagbnico das drogas, aumentando sua sobrevivéncia quando comparadas a

droga pura. Porém, em média, a redugdo da proliferacdo no tratamento concomitante foi de
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somente cerca de 10%. Apenas através do terceiro experimento, isto é, da combinagdo de
modo sequencial, é que se podem observar os melhores resultados: todas as linhagens foram
sensibilizadas ao VP-16, chegando a uma redugdo na proliferacdo de aproximadamente 43%
na maior concentracdo de DHMEQ (Figura 7).

Na Tabela Il constam os valores do indice de Combinacgio e do indice de Redugdo de
Dose entre cada concentra¢gdao de DHMEQ e 40uM de VP-16 para cada linhagem, calculados
pelo programa Calcusyn’. Podemos observar efeito sinérgico em todas as linhagens quando
era realizado o pré-tratamento, além de valores extremamente altos do DRI principalmente

nas linhagens SF188 e T98G.
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Figura 6: Fracdo de Sobrevivéncia de quatro linhagens celulares de GBM no ensaio de
proliferagdo sob tratamento com TMZ pura (isolada) (a), e tratamentos combinados
de modo concomitante (b) e sequencial (c) ao DHMEQ. Os melhores resultados
obtidos foram através do tratamento sequencial. Todos os desvios-padrao foram
menores que 0,05.
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Tabela I: Valores do indice de Combinacdo (Cl) e indice de Redugdo de Dose
(DRI) para a combinacdo de modo concomitante e sequencial de TMZ e
DHMEQ. Observou-se sinergismo (em cinza) em todas as linhagens quando
tratamento era realizado de modo sequencial.

DHMEQ (pg/mL)+TMZ (uM)
DHMEQ T™MZ concomitante sequencial
U138 cl DRI cl DRI
25 1500 | 1,8 0,78 2,57 0,39
50 1500 | 1,22 082 | 1075 0,09
100 1500 | 141 0,71 5,82 0,17
200 1500 | 1,34 074 | 068 @ 147 |
T98G cl DRI cl DRI
25 1500 | 4,65 0,23 2,91 0,38
50 1500 | 9,46 0,12 1,21 1,17
100 1500 | 88,43 0,01 1,25 1,60
200 1500 | 10,70 0,06 17,98
SF188 cl DRI
25 1500 5,05 e+013 3,19 04014
50 1500 4,5 e+015 2,98 e+014
100 1500 | 1,93 4,87e+014| 151 229e+019
200 1500 | 3,87 4,87e+014| 161  1,64e+031
KNS42 cl DRI DRI
25 1500 | 1,49 1,03 0,73
50 1500 | 1,60 1,24 2,25
100 1500 | 145 1,89 2,20
200 1500 | 2,26 1,95 1,27 1059,00
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Figura 7: Fracdo de Sobrevivéncia de quatro linhagens celulares no ensaio de
proliferagdo sob tratamento com VP-16 pura (isolada) (a), e tratamentos
combinados de modo concomitante (b) e sequencial (c) ao DHMEQ. Os melhores
resultados obtidos foram através do tratamento sequencial. Os desvios-padrao
foram menores que 0,05 em todos os casos.
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Tabela II: valores do indice de Combinacio (Cl) e indice de Reducio de Dose
(DRI) entre DHMEQ e VP-16, sendo encontrado sinergismo apenas no
tratamento sequencial (indicados em cinza).

DHMEQ (pg/mL)+VP-16 (uM)
DHMEQ VP-16 concomitante sequencial
U138 Cl DRI Cl DRI
2,5 40 12,48 0,08 0,26 3,92
5,0 40 46,10 0,02 0,36 2,76
10,0 40 111,35 0,01 1,23 0,82
20,0 40 60,39 0,02 0,65 1,54
T98G Cl DRI Cl DRI
2,5 40 3,66 1,95 e+152 0,24  3,65e+030
5,0 40 7,32 1,95 e+152 0,57 5,75e+037
10,0 40 4,65 5,05 e+100 0,99 2,28 e+031
20,0 40 11,83 3,58 e+111 1,31 2,82 e+012
SF188 Cl DRI Cl DRI
2,5 40 1,39 1,35 e+012 2,05 0,59
5,0 40 4,21 7,27 e+015 0,92 7,69
10,0 40 15,41 1,9e+021 2,27 1,29 e+004
20,0 40 25,75 4,65 e+019 19,85 0,06
KNS42 Cl DRI Cl DRI
2,5 40 157,58 0,01 1,24 1,21
5,0 40 1,98 e+004 5,25 e-005 0,87 2,62
10,0 40 8,55 0,26 0,61 7,56
20,0 40 11,10 0,33 1,11 7,42

4.1 DHMEQ sensibiliza linhagens de glioblastoma a radiag¢do ionizante.

Através do ensaio clonogénico, no qual as linhagens celulares foram irradiadas com
doses de 2, 4 e 6Gy ou/e pré-tratadas com DHMEQ, sob concentracdo de 10ug/mL e irradiadas
com as mesmas doses, pudemos observar, em todas as linhagens estudadas, uma reduc¢do na
fracdo de sobrevivéncia (FS) nas células pré-tratadas, comparando-se com o controle apenas
irradiado, demonstrando que o DHMEQ gera radiossensibilidade (Figura 8).

Os calculos da Taxa de Reducdo de Dose (Dose Enhancement Ratio - DER)
demonstraram um efeito supra-aditivo (DER > 1) entre todas as linhagens pré-tratadas e

irradiadas com as trés doses (2, 4 e 6Gy), chegando a taxas de redugdo relativamente altas,
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como pode ser observado na linhagem U138-MG irradiada a 2Gy, cujo DER indicou que
podemos reduzir a dose de radiacdo em aproximadamente 16 vezes. No caso das linhagens SF-
188 e KNS-42 foi possivel observar auséncia de crescimento de colbnias, representado pelo

simbolo oo, evidenciando a alta capacidade radiossensibilizante da droga (Tabela Il1).
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Figura 8: Ensaio de sobrevivéncia clonogénica de linhagens GBM irradiadas com 2, 4 e 6Gy e células pré-
tratadas com 10 pg/mL de DHMEQ antes da irradiagdo com as mesmas doses. O tratamento

radiossensibilizou todas as linhagens. (RT = Radioterapia)
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Tabela Ill: Valores da Taxa de Reduc¢do de Dose (DER) obtidos a partir do pré-
tratamento com DHMEQ e irradiacdo com trés diferentes doses. A habilidade do
DHMEQ de sensibilizar células a radiagdo ionizante foi verificada através do ensaio
de formacdo de colbnias seguido por calculo da Taxa de Redugdo de Dose. Valores
de DER>1 indicam efeito sinérgico entre DHMEQ e irradiacdo. O simbolo oo
representa auséncia completa de coldnias, situacdo que pode ser verificada nas
duas linhagens pediatricas.

Tratamento Linhagem Celular
Dose da Irradiacdo | U138MG T98G SF188 KNS-42
DHMEQ 2Gy 15,96 2,87 3,61
10pg/mL 4Gy 156 2,52 o=
6GY 1,42 3,59 ==
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Apesar dos avancos na identificacdo e caracterizacdo de aspectos moleculares dos
GBM, do melhoramento em tecnologias para o procedimento cirldrgico, assim como para a
radioterapia, além do desenvolvimento de pesquisas que focam na busca por novos alvos
terapéuticos moleculares, o panorama clinico dos pacientes com gliomas malignos continua
desolante (Groot & Milano, 2009).

O tratamento tradicional aplicado aos GBM consiste em resseccdo cirdrgica seguida
por radio- e quimioterapia, utilizando a TMZ no tratamento adjuvante (lacob & Dinca, 2009).
Tais terapias usam como estratégia provocar danos ao DNA, seja pela radiagdo ionizante, seja
pela insercdo de grupamentos -metil na dupla fita, visando induzir morte celular e regressao
do tumor. Entretanto, quando certas proteinas de reparo estdo expressas, como é o caso das
células que expressam a enzima MGMT, esses tratamentos tem sua eficacia diminuida, o que
leva a inferir que ao inibir tais proteinas, provoca-se um efeito radio- e quimiossensibilizantes
nas células (Perry et al., 2012). Sendo assim, podemos inferir que a ineficacia do tratamento
padrdo utilizado se deve, ao menos em parte, ao perfil de resisténcia exibido por este tipo
tumoral.

Alguns outros mecanismos de resisténcia apresentados pelas células tumorais sdo
mutagGes, amplificacdo da expressdo de determinados genes, regulacdo de produtos génicos
gue inativam a droga ou super-expressao de bombas de resisténcia a multidrogas que expelem
os quimioterdpicos da célula (Katsman et al., 2006).

Conforme os mecanismos moleculares de resisténcia dos tumores foram sendo
elucidados, novas estratégias que visam tanto sobrepujar quanto prevenir o desenvolvimento
de tais mecanismos foram sendo desenvolvidas. Entretanto, embora numerosos mecanismos
de resisténcia jd tenham sido apontados e descritos, nenhum deles levou a descoberta de
agentes que possam efetivamente influenciar nestes mecanismos. Uma das razdes para essa
situacdo é a especificidade das drogas desenvolvidas, que na grande maioria sdo capazes de
inibir apenas vias alvo-especificas (Lackner et al., 2012).

Atualmente, consideram-se como melhores opc¢des para a terapia alvo-especifica as
moléculas que sdo diferencialmente expressas no cancer, e que também tenham a
caracteristica de ser o intersecto de varias vias de sinaliza¢do relacionadas ao desenvolvimento
e manutencio do perfil neoplasico (Castro-Gamero et al., 2013), como é o caso do NF-kappaB,
caracteristicamente hiper-ativo em células tumorais e com perfil pleiotrépico.

Sendo assim, um dos objetivos deste trabalho foi analisar o efeito gerado pela inibicao
do fator de transcricdo NF-kappaB através DHMEQ na expressdo de genes relacionados a

mecanismos de resisténcia.
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Visando analisar essa influéncia, foram realizadas RT-qPCRs dos genes MDR1, MRP1,
BCRP e MGMT, sendo os trés primeiros associados a expressdo de bombas de efluxo que
expelem xenobidticos (substancias quimicas estranhas ao organismo) para fora das células,
como é o caso dos quimioterapicos, e 0 MGMT relacionado ao mecanismo de reparo do DNA
com danos gerados a partir de agentes alquilantes.

Devido ao fato de que tais genes sdo regulados em parte pelo NF-kappaB, apds a
inativacdo deste fator de transcricio pelo DHMEQ era esperado que todos apresentassem sua
expressao reduzida de modo dose-dependente ao aumento na concentragdo do DHMEQ.
Entretanto, os genes relacionados a expressao de bombas de efluxo demonstraram, em média,
um aumento em sua expressdo diretamente proporcional ao aumento na concentragdo da
droga. Dados encontrados na literatura confirmam que a ativacdo dos genes MDR1, MRP1 e
BCRP ndo é apenas regulada pelo NF-kappaB, mas também por outros fatores.

Segundo Natarajan (2012), o promotor predominante do gene BCRP foi caracterizado
por Bailey-Dell et al. e possui sua regido promotora regulada por diversos fatores de
transcricdo, dentre eles podemos incluir GLI, NFR2, AhR, ER a, HIF1 a, XBP1, PRB, SP1, além do
NF-kappaB. Do mesmo modo, o gene MRP1 também possui varios fatores de transcricdo que
podem associar-se a sua regidao promotora, por exemplo, Sp1, c-jun e junD e MYCN (Cho et al.,
2011). Na literatura consta que também o gene MDRI1 apresenta diversos fatores de
transcri¢do relacionados ao controle de sua expressdo, como AP-1, o proprio NFkB/p65/c-fos,
além de provaveis novos fatores ainda ndo descritos (Labialle et al., 2002).

Com bases nestes dados, pode-se inferir que apesar do DHMEQ ter inibido o NF-
kappaB, os genes MDR1, MRP1 e BCRP aumentaram sua expressao conforme aumento da
concentracdo do DHMEQ através de sua ativacdo por outros fatores de transcrigdo
comprovadamente relacionados.

Na figura 4 também se observa uma grande variagdao entre a expressdo destes genes
responsaveis pelas bombas de resisténcia a multidrogas conforme a linhagem analisada. Essas
variacGes encontradas nas respostas ao DHMEQ entre as linhagens poderiam ser devidas as
diferencas no perfil genético e cascatas de sinalizagao intracelular entre uma linhagem de GBM
e outra (Fukushima et al., 2012).

A expressao do gene MGMT sob diferentes concentracdes de DHMEQ foi mensurada
nas linhagens celulares adultas T98G e U138-MG. Pode-se observar queda na expressdo do
MGMT em ambas as linhagens, confirmando sua relagdo com o NF-kappaB e, portanto,
sofrendo os efeitos de sua inativacdo pelo DHMEQ. Entretanto, sob a maior concentracdo

utilizada da droga (10ug/mL) verifica-se uma recuperacdo de sua expressdo. Uma das possiveis
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explicacGes esta na analise da RT-qPCR dos genes relacionados a bombas de efluxo. Sob as
maiores doses do tratamento a expressao de tais genes aumentou, e sabendo a funcionalidade
de seus produtos, foi proposto que, provavelmente, as bombas de efluxo estivessem expelindo
o DHMEQ para o exterior da célula, fazendo com que a inativacdo do NF-kappaB fosse
suprimida e que este fator de transcricdo voltasse a ativar-se, permitindo que os genes
regulados por ele, como o MGMT, voltassem a se expressar, situacdo verificada na RT-qPCR
deste gene.

Além da regulagdo de genes associados a resisténcia como os acima discutidos, é
amplamente aceito que o NF-kappaB atua como um fator de sobrevida e de escape a apoptose
induzida por agentes que danificam o DNA, ofuscando a eficdcia tanto da quimio- como da
radioterapia. Embora o mecanismo que permite as drogas terapéuticas e a radiac¢do ionizante
ativar o NF-kappaB nao esteja totalmente elucidado, sabe-se que as quebras simples ou duplas
no DNA produzidas por tais agentes sdo detectadas pela proteina ATM (ataxia telangiectasia-
mutated protein), que inicia uma cascata levando a ativacdo da IKK que fosforila o inibidor da
IkB e permitindo a funcdo transcricional do NF-kappaB (Bottero et al., 2001; Ho et al.,2005).

Outros inibidores deste fator de transcricdo, como a Curcumina, tem demonstrado
acdo anti-proliferativa da inibicdo do NF-kappaB em GBM, principalmente pela inducdo de
apoptose (Dhandapani et al., 2007; Zanotto-Filho et al., 2012). No entanto, Fukushima e
colaboradores (2012) demonstraram que o tratamento com DHMEQ de modo isolado ndo é
suficiente para a regressdao completa de GBM em experimentos in vivo, e que nem todas as
linhagens de GBM utilizadas no trabalho apresentaram sensibilizacdo significativa a este
tratamento, como é o caso da T98G, destacando também a necessidade da combinacdo desta
nova droga aos tratamentos tradicionais.

Deste modo, no presente trabalho também objetivamos analisar o potencial quimio- e
radiossensibilizante deste novo inibidor especifico de NF-kappaB.

Primeiramente, a fim de validar os dados obtidos por RT-qPCR para o MGMT, as
linhagens celulares T98G e U138-MG foram submetidas ao tratamento combinatério (pré-
tratamento com DHMEQ e posterior exposicdo a TMZ) e a acdo clastogénica do agente
alquilante mensurada através do ensaio do cometa.

Os resultados mostraram um significativo aumento dos danos no DNA gerado por
concentragdes sub-toxicas de TMZ quando combinada ao DHMEQ, indicando que o reparo dos
danos no DNA foi reduzido. Sabe-se que a ativacdo do fator de transcricdio NF-kappaB estd
relacionada ao aumento da expressao do MGMT (Lavon et al., 2007). No entanto, a ordem

cronoldgica (pré-tratamento com DHMEQ por seis horas e entdo aplicacdo de 250uM de TMZ)
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garantiria a inibicdo do NF-kappaB e a diminuicdao subsequente da expressao deste gene de
reparo, sensibilizando a célula.

Tal efeito quimiossensibilizante também foi confirmado pelo Ensaio de Proliferacdo,
onde o pré-tratamento com o inibidor do NF-kappaB nado sé sensibilizou as células a TMZ, mas
também ao VP-16, o qual é usado como droga de segunda ou terceira linha no tratamento de
GBM reincidentes (Watanabe et al.,, 2002), e em combinacdo com outras drogas no
tratamento de GBM pediatricos (Wolff et al., 2010).

O VP-16 é uma droga que atua alterando o ciclo catalitico normal da enzima
Topoisomerase Il (Topo Il). Esta enzima, normalmente, é responsdvel por desfazer altos graus
de helicoidizacdo do DNA, além de torcbes e emaranhados, através de quebras de dupla fita
seguidas por religamento das pontas soltas. A Topo Il cliva o DNA em locais opostos da dupla
hélice deixando duas pontas coesivas de 4 bases em cada fita clivada, nos quais ela se liga
através de ligacGes covalentes. A partir da ligacdo com o cofator ATP, ocorre uma mudanca
conformacional na Topo Il gerando a quebra de dupla fita. No final do processo, esta mesma
enzima é capaz de religar o DNA. O VP-16 tem como funcdo a formagdo de um complexo
ternario juntamente com o DNA e a Topo |l, impedindo o processo final desta enzima, isto é,
ndo ha religacdo das fitas de DNA, o que torna a Topo Il uma toxina fisioldgica (Burden &
Osheroff, 1998; Montecucco & Biamonti,2007).

Os resultados do ensaio de proliferagdo demonstraram relativa resisténcia das
linhagens de GBM ao tratamento com VP-16 de modo isolado, principalmente para a linhagem
T98G. Resultados semelhantes foram encontrados no trabalho de Sevim et al. (2011), que
também apontou uma alta resisténcia da linhagem T98G ao tratamento com essa droga,
correlacionando tal resisténcia com a baixa expressdo da enzima Topo lla nesta linhagem,
diminuindo, portanto, seu efeito.

Entretanto, o tratamento sequencial com DHMEQ e VP-16, mostrado no trabalho aqui
presente, levou a uma diminuicdo na sobrevivéncia celular e, portanto, um efeito sinérgico
entre as drogas para todas as linhagens de GBM, sensibilizando inclusive a T98G, que
apresentou valores de IC<1 para a maioria das concentra¢des utilizadas no tratamento
sequencial.

Resultados similares ja foram descritos por Morotti e colaboradores (2006) em
linhagens de leucemia mieloide cronica, que ao utilizar outros inibidores de NF-kappaB
(MG132, Bay11-7082, Resveratrol e expressdo ectdpica de formas nao fosforilaveis de IkB)

também obtiveram uma sensibilizagdo das células ao tratamento com o inibidor de Topo Il.
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Outros estudos também demonstraram o potencial quimiossensibilizante do DHMEQ.
Poma e colaboradores (2006) utilizaram o DHMEQ para sensibilizar células de cancer hepatico
para o tratamento com Cisplatina. Também visando melhorar o tratamento com este mesmo
guimioterdpico, Ruan e colegas (2006) usaram o DHMEQ em carcinoma de células escamosas
de cabega e pescoco, obtendo como resultado sensibilizagao destas no ensaio de proliferagao.
Horie e colaboradores (2006) demonstraram a acdo quimiossensibilizante do DHMEQ em
leucemia linfoide cronica quando combinado a Fludarabina. A combina¢do do DHMEQ com
taxanos foi testada em cancer anaplastico de tireoide por Meng e colaboradores (2008), que
também obtiveram resultados positivos. Katsman e colaboradores (2006; 2009) realizaram
estudos com DHMEQ em linfomas ndo-Hodgkin de células-B, combinando esta nova droga
com quimioterapicos como Cisplatina, Vincristina e Etoposide, todos apresentando
guimiossensibilizacdo; também verificaram a a¢do sensibilizante do DHMEQ para a Cisplatina
em células cancerosas de prostata. Horiuchi e colaboradores (2008), trabalhando com
linhagens de sarcoma sinovial, demonstraram efeitos aditivos entre o DHMEQ e os
guimioterdpicos Doxorrubicina e Vincristina através de ensaios de proliferacdo. Castro-Gamero
e colaboradores (2012) demonstraram efeito sinérgico entre o DHMEQ e as drogas Cisplatina,
Doxorrubicina e Metotrexato em linhagens de osteossarcoma. Em conjunto, estes trabalhos
demonstram a possivel relevancia clinica do DHMEQ, principalmente de seu efeito
guimiossensibilizante sobre células resistentes aos tratamentos convencionais.

Ainda visando analisar o potencial do DHMEQ quando combinado a terapias
tradicionais, foi realizado o ensaio clonogénico, no qual foi aplicado o tratamento com DHMEQ
de modo combinado sequencialmente a radiacdo ionizante. Para este ensaio as células foram
pré-tratadas com DHMEQ na concentra¢do de 10ug/mL por 24h e entdo irradiadas nas doses
de 2Gy, 4Gy e 6Gy.

Nossos resultados apontaram uma radiossensibilizacdo das células pré-tratadas com o
DHMEQ quando comparadas ao controle apenas irradiado, isto &, a fracdo de células afetadas
pela radiacdo ionizante aumentou nos casos de pré-tratamento. As duas linhagens pediatricas
apresentaram inclusive auséncia completa de colonias sob algumas doses de radiacao,
explicitando a alta capacidade radiossensibilizante do DHMEQ.

Alguns artigos demonstram uma relagdo entre a radiorresisténcia e a expressdo do
fator de transcricdo NF-kappaB em diversos tipos tumorais. Crittendem e colaboradores (2012)
mostraram maior eficacia da radioterapia de adenocarcinoma pancredtico em ratos knockout
para NF-kappaB quando comparados ao controle selvagem. Experimentos in vitro também

demonstraram que uma super-ativacdo do NF-kappaB estd relacionada ao perfil de
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radiorresisténcia, e a inibicdo deste fator de transcricio de interesse por diferentes drogas
sensibilizam linhagens celulares de varios tipos de cancer a radioterapia, como cancer de
prostata (Sun et al., 2007; Ghotra et al., 2013), leucemia linfoblastica (Chin et al., 2005), cancer
oral (Tamatani et al., 2013) e linfoma de Burkitt (Qiao et al., 2013). Tais trabalhos demonstram
qgue em diversos tipos tumorais a inibicdo do NF-kappaB pode ser uma possibilidade para
melhorar os efeitos da radiagdo, comprovando a relagdo de sua ativacdo a radiorresisténcia.

Uma radiossensibilizacdo induzida especificamente pelo DHMEQ foi demonstrada no
trabalho de Kozakai e colaboradores (2012) em cancer de prdstata. Através de ensaios
clonogénicos com duas linhagens, este estudo comprovou que a inativacdo do NF-kappaB pelo
pré-tratamento de 6h com DHMEQ aumenta a sensibilidade das linhagens celulares a radiacado
na dose de 4Gy mesmo nas menores concentra¢des de DHMEQ (2,5 e 5 pg/mL). Além disso,
experimentos in vivo demonstraram reducgdo significativa no volume do tumor nos casos de
tratamento combinado de DHMEQ e radiagdo ionizante.

Com o atual progresso das pesquisas sobre vias de sinalizagdo e caracteristicas
moleculares do GBM, assim como da busca por novos alvos terapéuticos, sabemos hoje que as
monoterapias tem um efeito limitado no tratamento, fazendo com que a combinacdo de
drogas seja um ponto critico na evolugdo do tratamento desta neoplasia (Perry et al., 2012).

Loeb (2011) afirma ser cada vez mais eminente a necessidade de tratamentos
combinados, justificando que apesar do tumor conter células resistentes a qualquer
guimioterdpico isolado, dificilmente alguma célula serd resistente a multiplas drogas.
Baseando-se nesta informacdo e sabendo da heterogeneidade molecular apresentada pelos
GBM, assim como sua alta resisténcia ao tratamento com drogas isoladas, torna-se clara a
necessidade de tratamentos combinados também para este tipo tumoral, sendo a combinacéo
com o tratamento padrdo a mais reconhecida atualmente (Perry et al., 2012).

Assim, o trabalho aqui presente vem a acrescentar aos dados literdrios ndo s6 a
correlacdo do NF-kappaB com a quimio- e radiorresisténcia em GBM, mas também demonstra
o potencial do DHMEQ como uma droga adjuvante no tratamento deste tumor tdo

devastador, ao diminuir o limiar de resisténcia aos tratamentos atualmente disponiveis.
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A partir dos dados obtidos no presente trabalho, podemos concluir que o DHMEQ
pode atuar como um composto sensibilizante aos tratamentos convencionais de GBM, como o
uso da TMZ e radioterapia, além do quimioterdpico de segunda linha VP-16. Os estudos in vitro
demonstraram melhor eficdcia quando a combinacdo era realizada de modo sequencial,
indicando a inativacdo do NF-kappaB e seus genes alvos, isto é, impossibilitando a célula de
ativar mecanismos de escape aos tratamentos tradicionais, como o reparo dos danos causados
pela TMZ. Apoiados por dados da literatura, nossos estudos comprovaram a a¢do quimio- e
radiossensibilizante do DHMEQ, indicando agdo sinérgica a esses tratamentos e ressaltando a

possibilidade de uso clinico desta nova droga.
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