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RESUMO

Gliomas sdo tumores intracranianos malignos, podendo ocorrer em qualquer
regido do sistema nervoso central (SNC). Dentre eles, o glioblastoma (GBM) € o
mais agressivo e frequente. No tratamento para o GBM, o alquilante
temozolomida (TMZ) é o quimioterapico de primeira linha utilizado, no entanto, o
prognoéstico dos pacientes permanece limitado. Durante a tumorigénese, diversas
vias de sinalizacdo vitais ao desenvolvimento embrionario sdo ativadas ou
inibidas, como as do fator de crescimento transformante beta (TGFB), Wingless
(Wnt) e Sonic hedgehog (Shh). Atualmente, sabe-se que a via de Shh esta
envolvida nas propriedades de resisténcia dos GBMs, ja que estes possuem
ativacdo constitutiva desta via sendo um dos fatores limitantes do tratamento com
TMZ. Esta limitagdo pode ser contornada através da identificagdo de um tipo
celular com propriedades tronco, as células tronco tumorais (CTTs). Para vencer
este problema, alguns farmacos inibidores seletivos de Shh foram desenvolvidos,
como o caso do GANT-61. Neste trabalho, investigamos se a inibicdo de Shh
potencializa os efeitos da TMZ e, averiguamos 0s mecanismos envolvidos neste
processo. Para tal, as linhagens GBM11 e T98G foram tratadas com TMZ (100,
200 e 400uM) e GANT-61 (20uM) em diferentes tempos de incubacdo. Nossos
resultados sugerem que ambas as linhagens sao resistentes a TMZ, e que a
combinagdo do GANT-61 com TMZ400uM durante 72 horas reduziu a viabilidade
celular da linhagem T98G, por MTT. Os nossos resultados também sugerem que
entre 0s mecanismos envolvidos na reducdo de viabilidade observada pela
associacdo de TMZ+GANT estejam a morte celular por fragmentacdo de DNA e
perda de integridade de membrana, assim como formacdo de vesiculas &cidas
indicativas de autofagia e producao de espécies reativas de oxigénio (EROs). Em
suma, 0S nossos resultados sugerem que a inibicdo seletiva da via de Shh, por
GANT-61, é capaz de potencializar o efeito da TMZ, sendo uma estratégia

promissora para o tratamento de GBMs.

Palavras-chave: Glioblastoma, Células tumorais tipo tronco, Sonic hedgehog,
Temozolomida, GANT-61.



ABSTRACT

Gliomas are malignant intracranial tumors and may occur in any region of central
nervous system (CNS). Among them, glioblastoma (GBM) is the most aggressive
and frequent brain tumors. In GBM treatment, the alkylating agent temozolomide
(TMZ) is the first-line chemotherapy used, however the patients prognosis remains
limited. During tumorigenesis, several signaling pathways vital for embryonic
development are activated or inhibited, such as transforming growth factor beta
(TGFRs), Wingless (Wnt) and Sonic hedgehog (Shh). Currently, it is known that
Shh pathway is involved in the chemioresistance of GBMs, and most of them have
this pathway constitutive activated which is one of the factors responsible to
resistance to TMZ treatment. The limitation of using TMZ treatment can be solved
by the identification of cell type with stem cell-like properties, the cancer stem cells
(CSCs). To overcome this problem, some selective inhibitory drugs of Shh
pathway have been developed, such as GANT-61. In this work, we investigated if
Shh inhibition potentiates the effects of TMZ and verify the mechanisms involved
in this process. To achieve our goals, GBM11 and T98G cell lines were treated
with TMZ (100, 200 and 400uM) and GANT-61 (20uM) at different times of
incubation. Our results suggest that both cell lines are resistant to TMZ, and the
combination of GANT-61 with TMZ during 72h reduced the cell viability of T98G
lineage by MTT assay. Also, our results suggest that among the mechanisms
involved in the cell viability reduction observed by combination of TMZ+GANT,
occurs the cell death due DNA fragmentation and loss of membrane integrity, as
well as formation of acidic vesicles that are indicative of autophagy and reactive
oxygen species (ROS) production. In short, our results suggest that selective
inhibition of the Shh pathway by GANT-61 is potentiating the effect of TMZ, being

a promising strategy for GBMs treatment.

Keywords: Glioblastoma, cancer stem cells, Sonic hedgehog, Temozolomide,
GANT-61.
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1. INTRODUCAO
1.1. Tumores do Sistema Nervoso Central: O glioblastoma

O glioma é o tumor maligno intracraniano primario de origem glial mais
comum presente em todas as faixas etarias, podendo ocorrer em qualquer ponto
anatdémico do sistema nervoso central (SNC), principalmente no cérebro (Ostrom
et al., 2014). Apresentando de 1 a 2% de incidéncia populacional dentre os dez
tipos de cancer mais frequentes, € responsavel por uma alta taxa de morbidade e
mortalidade no mundo (McNeill, 2016), sendo considerado a segunda maior causa
de morte relacionada a doencas neuroldgicas. O avanco das técnicas de
diagnoéstico por imagem (ressonancia magnética e tomografia computadorizada)
permitiu observar, nas ultimas décadas, um consideravel aumento na incidéncia
de tumores do SNC (Mendes et al., 2014).

De acordo com a nova classificagdo descrita pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) em 2016, os gliomas difusos incluem os astrocitomas e o0s
oligodendrogliomas de graus Il e lll, e os glioblastomas (GBMs) de grau IV. Estes
tumores sdo subdivididos de acordo com critérios moleculares, envolvendo
mutacbes na enzima isocitrato desidrogenase (IDH) e co-delecdo na regiao
1p/19g cromossomial. Desta forma, as neoplasias que apresentam a enzima IDH
mutada, sdo classificados em astrocitomas difusos de grau Il, astrocitomas
anaplasicos de grau lll e GBMs de grau IV. Os GBMs de grau IV também podem
apresentar IDH selvagem. Ja aqueles com IDH mutada e co-dele¢éo de 1p/19q,
séo classificados como oligodendrogliomas de grau Il e oligodendrogliomas
anaplésicos de grau lll.

O estudo realizado pelo Registro Central de Tumores Cerebrais dos
Estados Unidos (CBTRUS), com dados referentes aos anos de 2009 a 2013,
demonstrou que 32% de todos os tumores primarios do SNC sao malignos, onde,
80,62% séao gliomas. Observou-se ainda que o tumor maligno de maior frequéncia
na populagdo estudada € o glioblastoma (GBM), representando 46,56% das
neoplasias priméarias malignas do SNC (Mendes et al., 2014). Além disso, a
sobrevida de pacientes que apresentam GBMs € a menor, em torno de 15 meses
(Lima et al.,, 2012). No Brasil, estas neoplasias mostraram-se com a mesma
importancia e gravidade que no resto do mundo. O Instituto Nacional do Céancer

(INCA) estimou em 2016, de 5.440 novos casos de cancer do SNC em homens e



4.830 em mulheres, enquanto registrou 8.741 Obitos em 2014 com estimativa
semelhante. A razdo mortalidade/incidéncia para este tipo de cancer é alta: 73%

para o mundo e 92% para o Brasil.

O GBM é a neoplasia de maior agressividade derivada dos astrocitos, tipo
celular de maior abundéncia no sistema nervoso, que desempenha importante
papel na sustentacao e nutricdo dos neurénios. Alguns GBMs podem ter origem a
partir de astrocitomas de baixo grau, enquanto outros ndo apresentam essa
origem, surgindo como tumores completamente novos, ja no estagio IV
(glioblastomas de novo) (Shaw et al., 2003; Gatta et al., 2016).

Microscopicamente, os GBMs séo altamente heterogéneos, apresentando
comumente células de tamanhos e formas variadas, células fibrilares, com
atividade mitética intensa, proliferacdo vascular endotelial e necrose com areas de
hemorragia. O grau de necrose, hemorragia e proliferacdo vascular sao
apontados na literatura como sinal de mau progndstico para o paciente (Ferreira
et al., 2004).

As diferentes células presentes no interior da massa tumoral séo
responsaveis por diversos papéis no processo de tumorigénese (Coons et al.,
1997; Daumas-Duport et al., 2000). Atualmente o que estd bem estabelecido é
que algumas propriedades do tumor como angiogénese, migracao e invasividade
sdo distintas entre as células que se localizam no centro daquelas da periferia
tumoral, confirmando assim a sua heterogeneidade (Alves et al., 2011; Dubois et
al., 2014; Louis et al., 2007; Moura-Neto et al., 2014) (Figura 1).



Figura 1: Aspectos clinicos do GBM. O GBM apresenta-se como uma massa tumoral capaz de
desviar a linha média do cérebro, o que se destaca na imagem (D). Possui capacidade de
infiltracéo (B) e (C), e de promover hemorragias (A), atestando sua agressividade (Disponivel em

pubcan.org/printicdotopo.php?id=4938).

O processo de transformacédo de uma célula normal em tumoral envolve a
ativacdo e inibicdo de diversas vias de sinalizagdo, promovendo assim o
crescimento do tumor. Frequentemente observa-se que vias de sinalizacéo vitais
ao desenvolvimento e organogénese do embrido voltam a ser moduladas na
tumorigénese. Dentre as vias ativadas durante a embriogénese que voltam a
desempenhar um papel importante na tumorigénese, podemos citar: as do fator
de crescimento transformante beta (TGF[3s), a de Wingless (Wnt) e a de Sonic
hedgehog (Shh) (Roth et al., 2000; Golestaneh e Mishra, 2005; Lima et al., 2012).

Hoje em dia ja se sabe que a via de sinalizacdo de Shh esta envolvida no
desenvolvimento das propriedades de quimio e radiorresisténcia dos GBMs,
limitando o tratamento do paciente. Esta limitacdo pode ser contornada através da



identificacdo e isolamento de um tipo celular distinto com propriedades de células
tronco e capacidade de iniciar um tumor, as células tumorais tipo tronco (CTT)
(Cohen, 2010; Munoz et al., 2015). A via de sinalizacado de Shh tem sido descrita
como responsavel pela manutencdo do estado de auto-renovacédo das CTTs,

responsaveis pela agressividade e recidiva dos GBMs (Biswas et al., 2015).
1.1.1. Células tumorais tipo tronco

A primeira vez que se prop0s a existéncia das células tumorais tipo tronco
(CTTs), foi em 1963, pelos pesquisadores Bruce e van der Gaag, que
identificaram um tipo celular da massa tumoral capaz de iniciar e sustentar o
crescimento de clones tumorais (Bruce e van der Gaag, 1963). A identificacdo
deste tipo celular com propriedades tdo especificas possibilitou um melhor
entendimento da formagéo e heterogeneidade da massa tumoral (Dick e Wang,
2005).

Entretanto, ainda ndo estd completamente elucidado o mecanismo pelo
qual as células tumorais tipo tronco contribuem para o surgimento do tumor.
Atualmente, sdo descritas trés teorias que explicam o surgimento tumoral e, como
a heterogeneidade das células geradas contribui para a progressao da doenca.
Essas teorias ficaram conhecidas como: teoria da evolug&o clonal (modelo
estocastico), teoria das células tronco tumorais e a Ultima, recentemente
descrita, como teoria da plasticidade celular (Wang et al., 2014). Na teoria da
evolucédo clonal, acredita-se que o acumulo de sucessivas mutacées em virtude
de pressdes seletivas do microambiente, leve a geracdo de clones capazes de
progredir fenotipicamente, selecionando o0s clones com maior potencial
tumorigénico (Marjanovic et al., 2013). J4 a teoria das células tronco tumorais
se baseia no modelo classico das células tronco normais. Esta teoria sugere que
as CTTs tenham uma natureza unidirecional, onde estas células entrariam na via
de auto-renovacdo atraves de divisbes simétricas mantendo o pool de CTTs,
potencial tumorigénico. Entretanto, um novo modelo de tumorigénese considera a
plasticidade celular, que descreve conversdes bidirecionais das CTTs. Neste
modelo mais recente, as ndo-CTTs sao capazes de readquirir o fenotipo de CTTs
e vice-versa, sugerindo entdo a existéncia de uma certa plasticidade entre as

CTTs e as demais células da massa tumoral. Ja foi demonstrado que células da



massa tumoral podem espontaneamente se diferenciar em CTTs, criando deste
modo um novo pool de CTTs em diferentes estagios do desenvolvimento do
tumor. Este novo pool de CTTs seria responsavel entdo por continuamente

renovar e/ou expandir a massa tumoral (Marjanovic et al., 2013) (Figura 2).
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Figura 2. Os trés modelos para a origem do cancer e sua heterogeneidade. (A) Modelo
estocéstico: O acumulo de sucessivas mutacdes levaria a geracdo de clones capazes de
progredir fenotipicamente, selecionando aqueles com maior potencial tumorigénico; (B) Modelo
das CTTs: As CTTs teriam uma natureza unidirecional, e entrariam na via de auto-renovacao
através de divisGes simétricas mantendo o pool de CTTs; (C) Modelo de plasticidade celular: As
nao-CTTs seriam capazes de readquirir o fenétipo de CTTs e vice-versa, sugerindo existir certa
plasticidade entre as CTTs e as demais células do tumor (Fonte: Adaptado de Wang et al., 2014).

As CTTs sdo conhecidas por serem radio e quimiorresistentes, com
capacidade de se diferenciarem nos diversos tipos celulares que formam a massa
tumoral (Kahlert et al., 2016). Além disso, este tipo celular também tem uma
elevada capacidade migratoria, possibilitando deste modo que o tumor atinja sitios
secundarios e gere metastases (Deshmukh et al., 2016). Por se apresentarem
quiescentes dentro da massa tumoral, as CTTs constituem um alvo terapéutico
dificil, uma vez que a maioria dos farmacos atua principalmente nas células do
pool proliferativo (Deshmukh et al., 2016). Sabe-se que as células quiescentes
nao erradicadas através da terapia, podem levar ao crescimento e recorréncia do

tumor tanto em sitios primarios como secundarios (Ajani et al., 2015). Hoje em dia



ja se sabe que em GBMs, as CTTs sdo responsaveis pela resisténcia ao

tratamento aos quimioterapicos atualmente disponiveis

De acordo com as propriedades e evidéncias apresentadas, acredita-se
que as CTTs em quiescéncia sejam um potencial alvo de novas terapias, uma vez
gue 0s mecanismos que regulam seu comportamento ainda sdo desconhecidos.
Hoje o que se sabe é que as vias moleculares implicadas na patobiologia das
CTTs incluem Notch, Hedgehog, Wingless (Wnt) e o fator de crescimento
transformante beta (TGF-R) que sdo muito importantes no periodo embrionario
(Boyle et al., 2014).

1.2. Tratamento

Atualmente a combinacdo da terapia empregada para o tratamento dos
tumores do SNC envolve a remocéo cirdrgica da lesdo, radio e quimioterapia
adjuvante. Normalmente, recomenda-se a remocao cirargica da maior porcéo
possivel do tumor, dentro de uma margem de seguranca que proteja o tecido
normal adjacente e que ndo comprometa as funcbées neuroldgicas (Ministério da
Saude, CONITEC, 2014). A radioterapia possui um papel importante no
tratamento do tumor cerebral, principalmente quando a doenca € inicialmente
inoperavel ou recorrente, onde esta é aplicada para matar as células tumorais
remanescentes. Entretanto, sua dosagem deve ser controlada evitando danos as
células sadias adjacentes (Tsao et al., 2005). A quimioterapia pode ser utilizada
com a mesma finalidade, porém apresenta limitacbes, uma vez que alguns
farmacos sdo incapazes de atravessar a barreira hemato-encefalica (BHE) e/ou

atingem também células saudaveis (Buckner, 2003).

Atualmente pacientes com GBM séo inicialmente operados, e apos esta
etapa ocorre o0 tratamento combinado de radioterapia pds-operatoria e
quimioterapia adjuvante (Kelles, 2011). O agente quimioterapico de primeira linha
atualmente utilizado para o tratamento de GBMs & a Temozolomida (TMZ).
Estudos mostraram que a TMZ possui uma atividade antitumoral como agente
anico no tratamento do GBM recorrente, sendo um farmaco bem tolerado, com
perfil de seguranca favoravel uma vez que apresenta menos efeitos colaterais

guando comparada a outros farmacos, como as nitrosuréias (Lamers et al., 2008).



1.2.1. A Temozolomida

A temozolomida é um farmaco pertencente a uma nova classe de agentes
alquilantes de DNA, como derivado da imidazotetrazina (Najman et al., 2002). E
uma substancia precursora, apresentando atividade quando hidrolisada em pH
fisiolégico no composto MTIC (5-(3-metiltriazeno-1-il)imidazol-4-carboxamida),
como observado na figura 3 (Mutter e Stupp, 2006). A TMZ é uma substancia de
baixo peso molecular (194,151 g/mol), sendo 100% absorvida e sua eliminacao do
organismo ocorre de forma rapida, diminuindo sua toxicidade. Além disso,
apresenta hepatotoxicidade reduzida, uma vez que ndo é metabolizada pelo
figado como outros quimioterapicos. E um farmaco capaz de atravessar a BHE
devido a sua lipossolubilidade, o que a faz alcancar de forma eficiente os tumores
cerebrais. Este farmaco tem sido utilizado como tratamento de primeira linha para
o GBM (Najman et al., 2002).
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Figura 3: Estrutura quimica das moléculas de TMZ e MITC, durante reacdo de conversdo em
pH fisioldégico de 7,4 (Fonte: Adaptado de Wang et al., 2016).

A metilacdo do DNA parece ser o principal mecanismo pelo qual o
composto ativo MITC, derivado da TMZ, promove citotoxicidade em células
tumorais. MITC metila 0 DNA nas posi¢cées N7 e O6 da guanina e N3 da adenina
(Mutter e Stupp, 2006). Embora os adutos formados estejam em sua maioria nas
posi¢cdes N7 da guanina, a posicdo O6 quando metilada é responsavel pelo efeito
bioldgico mais severo provocado por agentes alquilantes, como mutagenicidade e
toxicidade (Beranek, 1990). Entretanto, os danos causados ao DNA podem ser
reparados pela enzima O(6)-metilguanina-DNA metiltransferase (MGMT), antes
denominada como O(6)-alquil-guanina-alquiltransferase (AGAT). Esta enzima é
frequentemente expressa em tumores de alto grau, como o GBM, tornando-se um

importante protagonista na resisténcia as drogas antineoplasicas e no mau



prognostico dos pacientes (Rocha, 2015). Ja esté descrito na literatura, casos de
pacientes que se mostraram resistentes ao tratamento a TMZ, nos quais o tipo
tumoral superexpressava esta enzima (Esteller et al., 2000).

Devido aos danos causados pelo farmaco ao DNA, acreditava-se que este
farmaco induzia morte celular por apoptose (Montaldi, 2009). Entretanto, alguns
trabalhos demonstraram sua capacidade de induzir apoptose tardia, enquanto
outros demonstraram que a TMZ é capaz de induzir outros trés mecanismos
distintos: autofagia, senescéncia e catastrofe mitética (Zou et al., 2014; Knizhnik
et al., 2013; Filippi-Chiela et al., 2013).

Apesar da TMZ ser o farmaco de primeira linha para o tratamento do GBM
nesta Ultima década, alguns estudos demonstram que o0 progndstico dos
pacientes permanece limitado. Geralmente, o progndstico dos pacientes varia de
3 a 24 meses no maximo, sem melhoras da qualidade de vida. O que demonstra a
urgéncia de pesquisas visando estratégias eficazes para contornar esta patologia
ainda incuravel (Metha et al., 2011).

1.3. A via de Sonic Hedgehog (Shh)

A via de Sonic Hedgehog foi descrita pela primeira vez pela primeira vez
pela cientista alema Christiane Nusslein-Volhard e pelo cientista americano Eric
Wieschaus durante uma andlise genética (1980) da mosca Drosophila
melanogaster (Nusslein-Volhard e Wieschaus, 1980). Nesta ocasido entdo, foi
descoberto o gene responsavel pela polarizacdo e segmentacdo do plano
corporal durante o desenvolvimento embrionario (Rimkus et al., 2016). O fenétipo
mutante que leva a perda da funcdo exercida por este gene gerava embrides
repletos de denticulos, com aparéncia de ourico, e por isso recebeu o nome
Hedgehog (HH). O trabalho foi contemplado com o prémio Nobel em Medicina no
ano de 1995 (Lee et al., 2014).

Na tentativa de encontrar genes semelhantes em mamiferos, foram
realizados estudos com ratos, onde se notou a presenca de trés genes
homologos a Hh, denominados de Sonic Hedgehog (SHH), Indian Hedgehog
(IHH) e Desert Hedgehog (DHH). Estes genes, de alta importancia durante a

embriogénese, foram posteriormente também descobertos em humanos (Pathi et



al.,, 2001). DHH e IHH mostraram-se relevantes durante o desenvolvimento
normal de tecidos, e SHH foi descrito como o mais potente destes trés
homologos, tendo um papel crucial no desenvolvimento embrionario e na

manutenc¢ao da polarizagao tecidual (Lee et al., 2014; Heussler e Suri, 2003).

O gene SHH codifica a proteina ligante Sonic Hedgehog (Shh), que
funciona como sinal quimico essencial durante a embriogénese. A interacdo de
Shh com seu receptor de membrana Ptch (patched) faz com que este deixe de
inibir a proteina Smo (smoothened), ativando-a. Como demonstrado na figura 4, a
ligacdo da proteina de sinalizagdo Shh a Ptch regula a atividade de Smo
(Choudhry et al., 2014). Com Smo ativada, inicia-se a cascata de sinalizacdo de
Shh que permite que proteinas da familia Gli sejam translocadas para o nucleo,

transcrevendo genes alvo (Heussler e Suri, 2003; Zhu e Lo, 2010).
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Figura 4: Principais moléculas da via de Shh. A proteina ligante Shh ativa o receptor de
membrana Ptch que deixa de inibir o receptor Smo. Smo ativa a proteina Fused que reprime a
atividade de SUFU. SUFU inibida, permite que os fatores de transcricdo da familia Gli sejam
translocados para o ndcleo ativando genes alvo (Fonte: Adaptado de Magliono, 2003).

As proteinas Gli (Gli1, Gli2, Gli3) s&o as principais efetoras da via de Shh, e
atuam ativando ou inibindo a transcricAo de genes responsivos a via de
sinalizacdo de Shh, processo que ocorre a partir da ligagdo dos dominios zinc
finger de Gli as sequéncias especificas do DNA de genes alvo como SOX2,
NANOG (Sasaki et al., 1997). Enquanto Glil funciona exclusivamente como

ativadora da via de Shh, Gli2 e Gli3, podem funcionar tanto como ativadores ou
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repressores da via, dependendo do contexto celular (Hui e Angers, 2011; Hanna e
Shevde 2016). Outro controlador importante da via de Shh, que regula
negativamente a atividade de Gli é o Supressor of Fused (SUFU). Quando Shh
nao esta ligado a Ptch, SUFU se liga diretamente as proteinas Gli inibindo a sua
translocacado para o nucleo impedindo deste modo a ativacdo da via (Kogerman et
al., 1999). Glil foi originalmente isolada de um glioma, e ja foi descrita na
literatura por possuir significativa atividade em diversos tipos tumorais como

musculares, cerebrais e de pele (Ruiz i Altaba, 2011).

1.3.1. Papel da Via de Shh na embriogénese

Atualmente existem informacdes importantes sobre as bases genéticas do
processo de embriogénese, devido principalmente aos estudos de Nisslein-
Volhard (1980), que identificaram um conjunto de genes produtores de
morfégenos, substancias capazes de definir os eixos corporais do embrido de
vertebrados e invertebrados, como Shh (Stathopoulos e Iber, 2013). Em
Drosophila, essas substancias se mostraram cruciais para a formacao adequada
dos eixos antero-posterior e dorso-ventral do embrido, enquanto sua auséncia foi
prejudicial a formacdo das estruturas corporais (Wood et al., 2007). Em
mamiferos, esta proteina auxilia a estabilizar a linha média que separa 0s eixos
cerebrais direito e esquerdo atuando desta forma na formacdo dos hemisférios
(Monuki, 2007).

Como um morfégeno, Shh é importante na padronizacao tecidual por
controlar multiplos processos bioldgicos como a determinacdo do destino celular,
proliferacao e diferenciagéo celular (Mill et al., 2005; Li et al., 2015). Desta forma,
a difusdo da proteina Shh cria um gradiente no qual concentracdes diferentes do
ligante fazem com que células vizinhas ou distantes da fonte de Shh assumam

destinos diferentes (Seppala et al., 2007).

Hoje em dia, ja esta bem estabelecido que o desenvolvimento da parte
frontal do cérebro, dos dentes, olhos, pulmbes, cdlon, mama e esbdfago do
embrido é dependente de Shh (Monuki, 2007; Hardcastle et al., 1998; Grindley et
al., 1997; Ingham et al., 2001). Além disso, Shh é capaz de regular a auto
renovacao das células tronco, mantendo o balango entre a quantidade de células

indiferenciadas e diferenciadas do embrido (Ingham e Placzek, 2006). Defeitos na
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sinalizacdo por Shh podem acarretar em problemas no desenvolvimento e/ou

resultar em um processo tumoral (Borges-Osorio e Robinson, 2013).

1.3.2. Papel da Via de Shh na tumorigénese

Curiosamente, quando a via de Shh esta inativa devido a auséncia da
proteina ligante Shh, o receptor Ptch atua como um supressor tumoral. Agindo
como supressor tumoral Ptch interage com o co-receptor Smo (proto-
oncoproteina), impedindo a transcricdo de fatores da familia Gli para o nucleo,
nao ocorrendo desta forma a ativacdo de genes alvo como SOX2, NANOG e
OCT4 (Sicklick et al.,, 2006). As desregulacbes nas vias de sinalizacdo
normalmente envolvidas no desenvolvimento embrionario como Shh, Wingless
(Wnt) e Notch, estdo relacionadas com o aparecimento de diversos tipos de
cancer, como gastrointestinal, pulmonar, de mama, de prostata e cerebral. (Mintz
e Fleischman, 1981; Ruiz i Altaba et al., 2002; Chen et al., 2007; Gupta et al.,
2010). Especificamente, o envolvimento da via de Shh na tumorigénese foi
demonstrado pela primeira vez em pacientes com carcinomas basocelulares,
associados a Sindrome do Carcinoma Basocelular Nevoide (Gorlin, 1995; Hahn et
al., 1996). Atualmente, ja foi demonstrado que a via de Shh participa do
desenvolvimento e progressdo de tumores de préstata, pulmdo, mama, ovario e
cérebro (Karhadkar et al., 2004; Watkins, et al.,, 2003; Kubo et al., 2004;
Cherepanov et al., 2016).

O fator de transcricao Gli-1, efetor da via de Shh, foi identificado como um
gene amplificado em gliomas humanos, sugerindo que haja uma correlacéo entre
a ativacdo da via de Shh e o desenvolvimento dos GBMs (Braun et al., 2012). J&
se sabe também que a superexpressao de Glil em um GBM é um marcador

altamente preditivo de um mau progndstico para o paciente (Rossi et al., 2011).

Os mecanismos pelos quais as moléculas Shh atuam durante o processo
de carcinogénese ainda ndo estédo totalmente elucidados, porém ja foi visto que
mutacdes no gene Ptchl, ativacdo dos fatores de transcricdo da familia Gli e a
superexpressao da proteina Shh estdo relacionadas ao processo de formacéo
tumoral (Quijada et al., 2013; Santoni et al., 2013). Sugere-se ainda que em

alguns tipos tumorais a via de Shh estaria ativa por meio de mecanismos
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independentes da proteina ligante, onde a via estaria constitutivamente ativa
(Cavicchioli et al., 2011).

Ja estd bem estabelecido que a ativacdo da via de Shh durante a
tumorigénese pode ocorrer de quatro formas: sinalizacdo independente de
ligante, sinalizagcdo autdcrina dependente de ligante, paracrina dependente
de ligante e paracrina reversa dependente de ligante (Teglund, et al., 2010;
Rubin et al., 2006; Scales et al., 2009). A sinalizacdo independente de ligante
ocorre quando eventuais mutacfes induzem a perda de funcdo de Ptchl ou
ganho de fungdo de Shh, Smo e Gli1/2. Entretanto, na maior parte dos tumores, a
sinalizacdo anormal da via de Shh é dependente de ligante, porém, ainda existem
muitas controvérsias a respeito desta sinalizacdo ser autOcrina, paracrina ou
ambas (Scales et al., 2009) (Figura 5).
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Figura 5: Modelos de desregulacfes da via de Shh que resultam em céncer. Na desregulagéo
constitutiva da via de Shh (Tipo ) os fatores de transcricdo da familia Gli sdo continuamente
translocados para o nucleo, devido mutagbes nas proteinas Ptch ou SUFU. Na desregulacao
autdcrina (Tipo Il), a célula tumoral secreta a proteina Hh que ativa o receptor Ptch na prépria
célula. Na paréacrina (Tipo llla), a célula tumoral secreta a proteina Hh que ativa o receptor Ptch
nas células do estroma, e na paracrina reversa (Tipo lllb) as células do estroma secretam a
proteina Hh que ativa Ptch na célula tumoral (Adaptado de Zheng et al., 2013).
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Atualmente ja se descobriu e desenvolveu alguns agentes farmacoldgicos
sintéticos e naturais, capazes de regular a atividade da via de Shh que atuam
bloqueando a via upstream ou downstream em diferentes pontos (Mas et al.,
2010; Stanton et al., 2010) (Figura 6). O composto mais estudado € a ciclopamina,
gue € de origem natural, sendo extraida da planta Veratrum californicum, que atua
na inibicdo da via de Shh ao interagir com o co-receptor Smo (upstream) (Nanta et
al., 2013; McKee et al., 2012). Porém, como ja mencionado acima, alguns tipos de
tumores possuem ativagcdo constitutiva da via de Shh sendo, portanto,
independentes do ligante. Desta forma, outros agentes farmacologicos inibidores
tém sido desenvolvidos objetivando um bloqueio downstream da via, como 0s
inibidores Gli ANTagonist (GANT) 58 e 61 que atuam em Gli 1/2, efetores da via
de Shh (Gonnissen et al., 2015) (Figura 6).
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Figura 6: Inibidores da via de Shh. Os inibidores da via de Shh podem atuar upstream
impedindo a ligacdo da proteina Hh ao receptor Ptch ou blogueando a atividade de Smo, ou

podem atuar downstream blogueando a translocacao dos fatores de transcricao da familia Gli para

0 nucleo (Adaptado de Meng et al., 2015).
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1.4. Oinibidor GANT-61

Diante da necessidade de obtencdo de novos farmacos capazes de
bloquear a atividade da via de Shh constitutivamente ativa, foram realizados
estudos para a busca de pequenas moléculas que atendessem a este proposito.
Como resultado, no ano de 2007, foi realizado um screen celular onde foi descrito
pela primeira vez a presenca de moléculas com a capacidade de inibir
seletivamente os fatores de transcricdo da familia Gli (Glil e Gli2). Este estudo
possibilitou a identificacdo das moléculas GANT-58 e GANT-61 como 0s primeiros

antagonistas de Gli (Gonnissen et al., 2015).

O inibidor GANT-58 € quimicamente caracterizado por seu nucleo de
tiofeno apresentando quatro anéis de piridina, ao passo que GANT-61 se

apresenta como derivado da hexa-hidropirimidina (Figura 7).
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Figura 7: Estrutura quimica das moléculas inibitérias GANT. Em (A) GANT-58 e em (B)

GANT-61. (Fonte: Disponivel em https://www.medchemexpress.com/GANT-58.html;
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/mm/373403?lang=pt&region=BR).

Apesar destas moléculas possuirem caracteristicas quimicas diferentes,
de Gli (Lauth et al., 2007). Seu mecanismo de acdo consiste em impedir que 0s
fatores de transcricdo da familia Gli se liguem ao DNA nuclear, bloqueando sua
atividade de transcricdo (Hanna e Shevde, 2016).Curiosamente, apesar de tanto
GANT-58 quanto GANT-61 inibirem o crescimento tumoral mediado por Gli,

alguns estudos demonstraram a maior eficacia de GANT-61 quando comparado a



15

GANT-58 (Lauth et al., 2007). Apesar de ambos atuarem a nivel nuclear inibindo a
atividade de Gli, GANT-61 foi capaz de inibir a ligagdo de Gli-1 ao DNA nuclear,
gerando acumulo de Gli-1 no ndcleo (Lauth et al., 2007). Este fato contribuiu para
que GANT-61 fosse a molécula de preferéncia nas investigacdes atuais, se

tornando a ferramenta mais valiosa para a inibi¢cdo farmacoldgica da via de Shh.

A especificidade de GANT-61 em inibir a via de Shh downstream, foi
descrita pela primeira vez por Lauth e colaboradores, em 2007 e, ja foi
demonstrada a sua eficacia em diversos estudos. Até pouco tempo, porém, o
exato mecanismo de acado de GANT-61 era desconhecido, entretanto um estudo
realizado através de modelagem computacional demonstrou a direta ligacdo do
inibidor com Gli (Agyeman et al., 2014). Este estudo demonstrou que esta ligacao
ocorre em uma regido proxima ao sitio de ligacdo do fator de transcricdo com o
DNA. GANT-61 interage, mais especificamente, com um sulco existente entre os
zinc fingers 2 e 3 de Gli. MutagBes nestes sitios de ligacdo demonstraram reducéao
da capacidade de GANT-61 em inibir Gli, confirmando assim a interacdo entre

estas moléculas (Agyeman et al. 2014; Gonnissen et al., 2015).

Ja foram descritos alguns efeitos de GANT-61 em células cancerosas,
entre eles de citotoxicidade associada com o aumento direto de morte celular.
Portanto, a inibicdo da via de Shh levaria a apoptose ou por meio da ativacao da
via de Fas-FasL, ou por meio da reducdo de proteinas anti-apoptéticas como Bcl-
2 (Gonnissen et al., 2015). Outro mecanismo importante de GANT-61 é sobre a
capacidade de auto-renovacdo celular. Este mecanismo de atuacdo interfere
numa propriedade importante da via de Shh, a regulacéo das CTTs, que possuem
potencial de auto-renovacdo e pluripoténcia. Alguns estudos tém demonstrado
também que GANT-61 atua como indutor de autofagia, contribuindo para a
redugcéo da viabilidade celular e aumento da apoptose (Agyeman et al. 2014;
Gonnissen et al., 2015). A figura 8 ilustra estes e outros papéis deste inibidor ja

descritos pela literatura.
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Figura 8: Diferentes papéis do inibidor da via de Shh, o GANT-61. GANT-61 j& foi descrito por
limitar o potencial de replicacdo celular, reverter o perfil de CTT, reduzir a progresséo no ciclo
celular, bloquear o reparo de danos ao DNA e impedir a migracao/transi¢éo epitélio mesenquimal.
E conhecido também por induzir resposta inflamatéria, apoptose e autofagia (Gonissen et al.,
2015).

Tendo em vista os dados epidemioldgicos, o potencial de agressividade do
GBM, e a baixa sobrevida do paciente, é evidente a urgéncia de aprofundar os
estudos sobre este tipo tumoral. H& alguns anos nosso grupo procura entender e
contornar os mecanismos moleculares pelos quais as células isoladas de GBM

resistem aos tratamentos atuais, buscando novas estratégias de terapia.

Portanto, devido a propriedade de GANT-61 de silenciar a via de Shh,
reduzindo assim a auto-renovacao das CTTs importantes para a manutencdo da
massa tumoral que sdo normalmente resistentes a quimio e radioterapia,
acreditamos que sua associacdo com a TMZ, possa ser uma terapia promissora

para pacientes com GBM.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Avaliar se a inibicdo in vitro da via Sonic Hedgehog por GANT 61 nas
linhagens de glioblastoma humano T98G e GBM11 potencializa o efeito do agente

quimiterapico TMZ.

2.2. Objetivos Especificos
a. Avaliar o potencial citotoxico de TMZ nas linhagens T98G e GBM11.

b. Avaliar o potencial citotoxico da associacdo e alternancia de TMZ e GANT-61
nas linhagens T98G e GBM11.

c. Investigar os mecanismos de proliferagédo e morte na linhagem T98G, tratados
com TMZ e GANT-61.

d. Investigar os efeitos da associacdo de TMZ e GANT-61 sobre a formacao de

vesiculas acidas, indicativas de autofagia, na linhagem T98G.

e. Investigar a producdo de EROs durante a associacdo de TMZ e GANT-61 na
linhagem T98G.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Cultura celular das linhagens de Glioblastoma

A linhagem primaria GBM11 foi obtida através de retirada cirargica,
procedimento realizado em colaboracdo com o Dr. Jorge Marcondes (HUCFF-
UFRJ) e seu repique foi realizado de acordo com Faria e colaboradores (2006),
seguindo as normas do comité de ética em pesquisa do Instituto de Ciéncias
Biomédicas (DAHEICB 015). Também foi utilizada a linhagem comercial T98G do
American Type Culture Collection (ATCC). O cultivo das linhagens foi feito em
meio DMEM/F-12 (Gibco, Grand Island, cat n® 11330057) com 10% de soro fetal
bovino (SFB) (Gibco, Grand Island, cat n® 10438018) em ambiente Umido com
estufa a 37°C e 5% de CO..

3.2. Incubacdo com os farmacos TMZ e GANT-61

A Temozolomida (TMZ) (Sigma-Aldrich, St. Louis, cat n°® T2577), segundo
orientacdo do fabricante, foi diluida em DMSO (Sigma-Aldrich, St. Louis, cat n°
W387520) até atingir a concentracdo de 100 mM e o estoque foi entdo
armazenado a -80°C (seguindo orientacBes do fabricante) ficando a -20°C
somente 0 microtubo tipo eppendorf em uso, para que mantivesse suas
propriedades farmacolégicas. Para fins experimentais, foi novamente diluida em
DMEM/F-12 com SFB a 5% até alcancar as concentra¢des de 100, 200 e 400 pM.

O inibidor GANT-61 (Tocris Bioscience, Bristol, cat n°® 3139), segundo
orientacdo do fabricante, foi também diluido em DMSO (Sigma-Aldrich, St. Louis,
cat n°® W387520) até atingir a concentracao de 5 mM e armazenado a -20°C. Para
fins experimentais, foi novamente diluido em DMEM/F-12 com SFB a 5% até

alcancar a concentracéao de 20 uM.

Inicialmente as linhagens foram incubadas com TMZ nas concentragdes de
100, 200 e 400 puM durante 24 e 48 horas. De acordo com os resultados obtidos
nos ensaios de viabilidade, a dose de 400 uM (TMZ) foi a escolhida para dar

continuidade aos demais experimentos em 48 e 72 horas.

Tendo definido tempo e dosagem, novos ensaios de citotoxicidade foram
realizados a fim de definir estratégias de associacdo farmacoldgica para posterior

observacdo do mecanismo de acédo destes farmacos. Portanto, a incubacéo das
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linhagens com TMZ e GANT-61 ocorreu em duas condicbes experimentais

distintas, em combinacdo e em alternancia de farmacos.

Apo6s 24h do plagueamento das células tumorais em placas de 96 pocos,
foram estabelecidos os grupos experimentais de células cultivadas com meio
DMEM/F12 e 5% de SFB na presenca de 0,4% do veiculo DMSO (Controle);
células na presenca de 400uM de TMZ (TMZ400); células cultivadas com 20uM
de GANT-61 (GANT20) ou células cultivadas com ambos os farmacos nas
mesmas concentra¢des. Considerando esse Ultimo grupo experimental, foram
feitas duas diferentes condicdes: (1) combinacéo dos farmacos durante 48h e 72h
(TMZ400+GANT20) ou (2) alternéancia dos farmacos, incubando inicialmente com
TMZ por 48h ou 72h e trocando para a incubacédo com GANT (TMZ400/GANT?20)
e vice-versa (GANT20/TMZ400) também por 48h ou 72h.

A estratégia de combinacdo em 72 horas, foi selecionada como modelo

experimental do estudo a ser utilizado para 0s ensaios conseguintes.

3.3. Microscopia de contraste de fase

As linhagens GBM11 e T98G foram observadas em microscopia de
contraste de fase durante o periodo de tratamento, que também foi utilizada para
avaliar a densidade celular em cultura. Ao final do tratamento de combinacgéo e
alternancia, as linhagens foram fotografadas em microscopio invertido DMil

(Leica Microsystems, Wetzlar) na objetiva de 20x.

3.4. Ensaio de viabilidade celular (MTT)

Apés o tempo de incubacdo dos grupos experimentais citados
anteriormente, a técnica de MTT foi utilizada para avaliar a viabilidade celular
através do componente cromogénico metil-tiazolil-tetraz6lio (MTT, 5 mg/ml,
Sigma-Aldrich, St. Louis, cat n® M2128). As enzimas mitocondriais de células
viaveis sdo capazes de metabolizar o MTT atestando, portanto, a atividade
respiratéria destas células, levando a formacdo de cristais roxos de Formazan
(figura 9). Apoés incubacao de 2 horas com o MTT, este foi descartado e as células
viaveis foram lisadas com 50ul de DMSO durante 20 minutos, e a coloracao
resultante foi analisada atraves da densidade optica emitida em 570 nm.
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Figura 9: Reacdo de metabolizacdo do componente cromogénico metil-tiazolil-tetrazélio
(MTT) em cristais roxos de Formazan, pela enzima redutase mitocondrial (Adaptado de
Kronek et al., 2013).

Foram realizados 3 experimentos independentes em quintuplicata, sendo
considerado 100% de viabilidade a média da densidade 6tica correspondente ao
grupo controle, utilizando o software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software,
Califérnia). As andlises estatisticas foram feitas por teste estatistico paramétrico
ANOVA One-way com pos-teste de Tukey para comparar estatisticamente o0s

pares colunas.

3.5. Ciclo Celular e Fragmentagdo de DNA

Para avaliar o efeito citostatico e citotoxico da combinacdo dos farmacos
TMZ e GANT-61, as células (9,5 x 10%) da linhagem T98G foram plaqueadas em
placas de 24 pocos. ApOs 24h, as células foram cultivadas nas condi¢des
experimentais descritas no item 3.2. ApGs a incubacdo combinada de TMZ
(400uM) e GANT-61 (20uM) por 72 horas, as células foram destacadas dos pogos
com 0,25% de Tripsina (Gibco, Grand Island, cat n°® 15400054) e centrifugadas
durante 5 minutos a 27g (microcentrifuga 5430R, Eppendorf, Hamburgo) em
temperatura ambiente, o sobrenadante foi entdo descartado e o pellet foi
ressuspenso em uma solugédo contendo iodeto de propideo (PI) na concentracéo
de 50 pg/mL (Sigma-Aldrich, St. Louis, cat n°® P4170), 0,3% de Triton-X100
(Sigma) e tampéao citrato de sodio (4mM) (Sigma), e uma solucdo contendo
RNAse 100 pg/mL (Sigma-Aldrich, St. Louis, cat n°® R7884), no mesmo tampao
citrato de sodio, obedecendo a proporcdo de 250 pL de solucdo A e 250 pL de
solucdo B para cada 5 x 10° células. As células foram entdo homogeneizadas
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com as solugbes e incubadas durante 15 minutos, e, em seguida, analisadas no
citometro de fluxo FACSCalibur (BD Biosciencies, Sdo Paulo) em colaboracdo
com a tecnologista Dra. Karina Lani, da plataforma multiusuario de citometria do
INCA.

Para avaliagdo do ciclo celular foram construidos trés gréaficos utilizando o
software Summit, versdo 4.3 (Beckman Coulter, Califérnia). Os parametros
utilizados no primeiro grafico dot plot (figura 10A) foram Forward Scatter (FSC-H)
e Side Scatter (SSC-H), que avaliam, respectivamente, o tamanho relativo da
célula por dispersao frontal da luz e a granulosidade da célula por dispersao
lateral da luz, ambos os parametros morfolégicos. O reagente PIl, quando
incorporado aos acidos nucleicos, é excitado em 488nm e transmite fluorescéncia
a partir de 525nm. Diante disso, no segundo dot plot (figura 10B) foi utilizado o
canal de intensidade de fluorescéncia 3 (FL3), o qual capta fluorescéncia acima
de 650nm. Foi importante considerar os parametros FL3-width (FL3-W) e FL3-
area (FL3-A), representando, respectivamente, a largura e a area do pulso elétrico
captado pelos fotomultiplicadores, o que torna possivel a distingao entre doublets
e células na fase G2/M. Neste histograma foi determinada uma regido de
aguisicao de eventos (gate R1). Para o terceiro grafico, em histograma (figura
10C), foi utilizado o parametro FL3-A e o numero de eventos celulares, definindo-
se marcas estatisticas para as fases do ciclo celular, baseando-se no grupo

controle.
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Figura 10: Parametros utilizados para avaliagdo de ciclo celular da linhagem T98G. O dot plot
A é representativo da morfologia celular através dos pardmetros Forward Scatter (FSC-H) para
tamanho e Side Scatter (SSC-H) para granulosidade da célula. O dot plot B é representativo do
canal de intensidade de fluorescéncia FL3 através da area (FL3-A) e da largura (FL3-W) do pulso
elétrico gerado a partir da captacdo da fluorescéncia do PI pelo citbmetro, onde R1 representa os
eventos excluindo-se doublets do experimento. O histograma C considera os eventos da area R1.
E nele estdo representados os parametros FL3-A e o nimero de eventos celulares, onde as
marcas estatisticas R2, R3, R4 e R5, representam, respectivamente, as fases G0/G1, S, G2/M e
sub-GO. A tabela ilustrada em D representa as marcas estatisticas e suas respectivas

porcentagens.

Os resultados representativos das marcas estatisticas R2, R3, R4 e R5, em
porcentagem (figura 10D), representam as fases do ciclo celular GO/G1, S e
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G2/M, e a fragmentacdo de DNA chamada sub-G0/G1, respectivamente. A partir
dos valores na tabela, em que % Hist representa a porcentagem de células em
cada fase considerando o gate R1, foram organizados graficos de barras com
auxilio do software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Califérnia). Foram
realizados 3 experimentos independentes, sendo adquiridos 10.000 eventos por

grupo experimental.

3.6. Marcacao de organelas vesiculares acidas (AVOSs)

Foram realizados ensaios com o fluorocromo laranja de acridina - LA
(Sigma-Aldrich, St. Louis, cat n°® A8097), capaz de marcar AVOs (Santos et al.,
2015), para verificar a possivel ocorréncia de autofagia. Para a realizacdo deste
experimento foram utilizadas placas de 24 pocos com 9,5 x 10% células da
linhagem T98G nas condicdbes controle, TMZ400, GANT20 e
TMZ400+GANT20.Apos 72 horas de incubacédo, as células foram destacadas dos
pocos com 0,25% de Tripsina e centrifugadas durante 5 minutos a 27g em
temperatura ambiente, o sobrenadante foi entdo descartado e o pellet foi
ressuspenso em LA na diluicdo de 1:10000 (1uM) em meio DMEM/F12 com 10%
de SFB. As células foram entdo homogeneizadas com a solugdo e incubadas

durante 15 minutos a temperatura ambiente.

Para avaliar a marcacdo de LA, foram construidos dois gréaficos dot plot
através do software BD Accuri C6 (BD Biosciences, California). Os parametros
utilizados no primeiro dot plot (figura 11A) foram FSC e SSC, parametros
morfolégicos, como ja descritos. Neste gréafico, determinamos uma regido de
células viaveis (P2) para excluir debris. No segundo dot plot (figura 11B) foram
analisados os eventos em P2 nos canais de fluorescéncia FL3-A (610/20nm) no
eixo x e FL1-A (585/40nm) no eixo y, em que células FL1+ foram consideradas
viaveis e FL1+/FL3+ foram consideradas células viaveis que apresentaram AVOSs.
Neste grafico foi determinada uma regido (R3) a partir do grupo controle, sendo
considerado a porcentagem de células FL1+/FL3+. Os resultados foram
organizados em gréficos de barras com auxilio do software GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software, California). Foram realizados 3 experimentos

independentes, sendo adquiridos 10.000 eventos por grupo experimental.
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Figura 11: Parametros utilizados para marcacdo de AVOs com LA, na linhagem T98G.

para tamanho e Side Scatter (SSC-A) para granulosidade da célula. O dot plot (B) é representativo
dos canais de intensidade de fluorescéncia FL3 e FL1. P2: populagdo celular. R3: células FL1/FL3

positivas.

3.7. Mensuracao de espécies reativas de oxigénio (EROs)

Foram realizados ensaios para avaliar a presenca de EROS através do
2,7-diclorodihidrofluoresceina-diacetato (DCFH-DA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, cat
n°® D6883), o qual reage com o peroxido de hidrogénio, resultando em DCF que
emite fluorescéncia em 525nm. Para a realizacdo deste experimento foram
utilizadas placas de 24 pocos com 9,5 x 10* células da linhagem T98G nas
condicBes controle, TMZ400, GANT20 e TMZ400+GANT20.Ap6s 72 horas de
incubacédo, células foram destacadas dos pocos com 0,25% de Tripsina e
centrifugadas durante 5 minutos a 27g em temperatura ambiente, o sobrenadante
foi entdo descartado e o pellet foi ressuspenso em solucdo de DCFHA-DA (40
uM) em PBS. As células foram entdo homogeneizadas e incubadas durante 30
minutos a temperatura ambiente para em seguida serem adquiridas no citbmetro

de fluxo.

Para este ensaio fez-se necessario a presenca de controles negativos
(células apenas em PBS) para cada grupo experimental, para descontar a
autofluorescéncia da célula e possivel fluorescéncia emitida por TMZ e/ou GANT,
além de permitir a compensacao eletrénica apds a aquisicao de 3,5% FL3-FL1.
No momento da aquisicdo de eventos todas as ceélulas (controle negativo e na
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presenca de DCF) foram marcadas com Pl para reconhecimento de marcacao

inespecifica de DCF por células mortas.

Para avaliagdo da formacédo de EROs foram construidos dois graficos dot
plot através do software Summit, versdo 4.3 (Beckman Coulter, Califérnia). Os
parametros utilizados no primeiro grafico foram FSC-H e SSC-H, onde se fez um
gate R1 para exclusdo de debris (figura 12A). No segundo grafico (figura 12B)
foram utilizados os canais de fluorescéncia FL1 e FL3, nos eixos X e vy,
respectivamente, ja tendo sido descontada a fluorescéncia dos controles
negativos. Neste grafico, foram definidos quatro quadrantes a partir do grupo
controle, sendo células viaveis (DCF-/PI-), células mortas (DCF-/Pl+) e
(DCF+/PI+) e células viaveis com marcacdo de EROs (DCF+/PIl-). Para
mensuracdo da formacdo de EROs, a mediana da fluorescéncia de células
(DCF+/PI-) foi organizada em graficos de barras com auxilio do software
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Califérnia). Foram realizados 2
experimentos independentes, sendo adquiridos 10.000 eventos por grupo

experimental.
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Figura 12: Parédmetros utilizados para avaliagdo de EROs por marcacdo com DCF da
linhagem T98G. O dot plot A é representativo da morfologia celular através dos parametros
Forward Scatter (FSC-H) para tamanho e Side Scatter (SSC-H) para granulosidade da célula,

onde R1 representa a populagao celular sem debris. O dot plot B representa células viaveis (DCF-
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/Pl-) no quadrante inferior esquerdo, células mortas (DCF-/PI+ e DCF+/PI+) nos quadrantes
superior esquerdo e direito e células vidveis com marcacdo de EROs (DCF+/Pl-). A tabela

ilustrada em C representa as marcas estatisticas e suas respectivas medianas consideradas.

3.8. Morte celular por perda de integridade da membrana

(incorporacao de PI)

As células marcadas com Pl foram utilizadas para avaliar morte celular por

perda de integridade de membrana plasmatica.
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Figura 13: Parametros utilizados para avaliagcdo de morte celular por perda da integridade
da membrana na linhagem T98G. O histograma € representativo dos canais de intensidade de
fluorescéncia FL1 e FL3 através da altura (H) do pulso elétrico gerado a partir da captacdo da
fluorescéncia do DCF e do PI, respectivamente, pelos fotomultiplicadores do citdmetro de fluxo.
Onde R2 representa os eventos Pl+, em que neste exemplo, 18,46% das células estariam com

marcacao positiva, considerando a populacao de células e descontado o debris.

3.9. Morte celular por perda de integridade da membrana

(incorporacao de azul de tripano)

Foram realizados ensaios para avaliar morte celular por perda de
integridade de membrana plasmatica por consequente incorporagdo de Azul de
Tripano. Quando a célula incorpora este composto, conclui-se que ha perda de
integridade de membrana devido a sua propriedade hidrofilica. Para a realizacao
deste experimento foram utilizadas placas de 24 pocos com 9,5 x 10* células da
linhagem T98Gnas condi¢cbes controle, TMZ400, GANT20 e TMZ400+GANT20.
Apos 72 horas de incubagéo, os sobrenadantes foram recolhidos e realocados em
microtubos tipo eppendorfs. Em seguida, acrescentou-se aos eppendorfs as

células destacadas dos pocos com 0,25% de Tripsina e centrifugadas durante 5
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minutos a 27g em temperatura ambiente, o sobrenadante foi entdo descartado e o
pellet foi ressuspenso em meio DMEM/F12 e 10% de SFB.

Foi recolhida uma aliquota de 10 pL de célula de cada grupo experimental e
adicionados a 10 pL de azul de tripano (Sigma-Aldrich, St. Louis, cat n°® T8154),
solugéo esta que foi homogeneizada e 10 pL foram transferidos a uma lamina
contadora (BioRad, Hercules, cat n° 1450011) que foi lida em contador automético
de células (BioRad, Hercules, Automated Cell Counter). Foram anotadas as
quantidades de células viaveis, e fez-se o célculo percentual de células marcadas
com azul de tripano a partir da quantidade total de células do grupo controle,
sendo 100%. Os valores obtidos foram organizados em graficos de barras com
auxilio do software GraphPad Prism 5.0. Foram realizados 3 experimentos
independentes, considerando um total de células em torno de 5 milhGes de

células.

3.10. Imunofluorescéncia

Foram realizadas imunofluorescéncias conforme descrito (Spohr et al.,
2008) utilizando os anticorpos contra Gli-1 (rabbit policlonal 1:500, Millipore,
Billerica, cat n® ABC217), Ki67 (mouse monoclonal 1:200, Dako Denmark,
Glostrup, cat n® M7240) e Vimentina (mouse monoclonal 1:100, Dako Denmark,
Glostrup, cat n® M0725). O procedimento foi realizado nas duas linhagens de
glioblastoma ap6s a incubacdo combinada de TMZ e GANT-61 por 72 horas
(Condicéo 1) discutida na sec¢éo 3.3, com 0 objetivo de avaliar a expressdo destes
marcadores nestas linhagens. Para a realizacdo deste experimento foram
utilizadas placas de 24 pocos com 95.000 células para a linhagem T98G e
166.000 células para a linhagem GBM11 plagueadas em laminulas de vidro, em
300 puL de meio DMEM/F12 com SFB a 5% em adigdo dos respectivos farmacos

de acordo com o grupo experimental.

Apoés 72 horas de tratamento, o0 meio com os farmacos TMZ e GANT-61 foi
retirado e em seguida foram adicionados 400 pl de paraformaldeido (PFA) 4% por
poco durante 20 minutos para as marcacoes intracelulares (Gli-1 e Ki67), com a
finalidade de fixar as células na laminula. Em seguida, as células foram lavadas
trés vezes com PBS, por cinco minutos cada. Em seguida, as ceélulas foram

incubadas com 50 pL de PBS-Triton 0,2% por laminula por 5 minutos para
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permeabilizagdo da membrana celular e posteriormente feitas trés lavagens de 5
minutos com PBS. Em seguida, foram adicionados 50 pL de PBS/BSA 5% em
cada laminula com a finalidade minimizar as ligacbes inespecificas dos
anticorpos, procedimento com duracdo de 1 hora de incubagcdo em temperatura
ambiente. Em seguida, foram adicionados 50 pL de anticorpo primario por
laminula, e este foi diluido em PBS/BSA 1%. As células foram incubadas com o
anticorpo, overnight em camara Umida a 4°C. No dia seguinte, as células foram
lavadas cuidadosamente trés vezes com PBS, por cinco minutos cada lavagem.
Depois 50 pyL do anticorpo secundario diluido em PBS/BSA 1%, foram
adicionados a cada laminula e incubado por 2 horas em temperatura ambiente.
Entdo, as células foram cuidadosamente lavadas por trés vezes com PBS, por
cinco minutos cada lavagem, e, apds a terceira lavagem, foram adicionados 50 pL
de 4,6-diamidino-2-phenylinole (DAPI, Sigma-Aldrich, St. Louis, cat n® D9542) um
intercalante de DNA, na concentracdo de 1 pg/mL por laminula durante 5 minutos.
Em seguida, as células foram lavadas duas vezes com PBS, uma terceira vez
com agua deionizada e a laminula foi montada com auxilio de ProLong Gold
Antifade Mountant (Life Technologies, California, cat n°® P10144) e as laminas
foram armazenadas a —20° C para posterior observacdo das marcacdes em

microscopio de fluorescéncia.

3.11. Anédlises estatisticas

As andlises estatisticas foram feitas através de teste paramétrico de
variancia one-way e teste de Tukey para comparacao multipla entre as médias
dos experimentos nas condi¢cdes experimentais apresentadas neste estudo. Os
valores foram representados pela média + erro padrdo da média ou desvio padréao

das variagdes, que foram consideradas significativas quando P<0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. As linhagens GBM11 e T98G diminuem sua viabilidade com diferentes

concentracfes de TMZ?

Atualmente a TMZ é utilizada na clinica como farmaco padrdo ouro para o
tratamento adjuvante de GBMs (Najman et al., 2002), entretanto, a sobrevida dos
pacientes ainda € baixa e, apesar do avango nas pesquisas, ndo se encontrou um
farmaco ou conjunto de farmacos que possibilitem a cura. Como trabalhamos com
uma linhagem primaria, obtida em colaboracdo com o Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho (UFRJ), a GBM11, realizamos ensaios de viabilidade
celular por MTT na presenca de TMZ em diferentes concentracdes e diferentes
tempos, e comparamos com a linhagem comercial T98G, com a finalidade de
averiguar a resposta destas linhagens a incubacdo ao quimioterapico. Como
podemos observar na figura 14, ndo observamos reducdo significativa de
viabilidade das linhagens.
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Figura 14: Viabilidade celular das linhagens humanas GBM11 e T98G com TMZ. Células nas
condicdes CONTROLE (células na presenca do veiculo) ou TMZ (100uM, 200uM, 400uM).
Observamos em (A) a linhagem GBM11 e em (B) a linhagem T98G, ambas em 24 horas de
incubacédo, em percentual do controle. E observamos em (C) a linhagem GBM11 e em (D) a
linhagem T98G, ambas em 48 horas de incubac¢éo, também em percentual do controle. As células
foram entéo incubadas com MTT (5 mg/ml) por 2 horas e, em seguida, lisadas com DMSO por 20
minutos e a absorbancia lida por espectrofotometria 570nm. Teste estatistico One-way ANOVA
com teste de Tukey, P<0,05. Cada grafico é representativo de 3 experimentos independentes

feitos em quintuplicata, sendo a médiaterro padrdo da média.

Os resultados obtidos através do ensaio de MTT observados na figura 14
mostraram que as linhagens T98G e GBM11 apresentaram resisténcia as trés
concentragdes (100, 200 e 400 pM) do quimioterapico TMZ, em 24 e 48 horas de
incubacédo, uma vez que ndo observamos reducdo significativa da viabilidade
celular. Provavelmente estas linhagens ndo foram sensiveis ao TMZ por
apresentarem mecanismos de resisténcia ao farmaco. Nossos resultados com a

linhagem T98G corroboram com os achados de Sousa e colaboradores (2015),
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que demonstram que as linhagens tumorais U87MG e T98G apresentam
resisténcia a TMZ na concentracdo de 800uM, durante 24 horas de tratamento.
Vale frisar que diferente do trabalho de Sousa, foi utilizado concentracfes
menores de TMZ por um periodo mais longo, 48 horas. Porém, ainda assim nao
observamos uma diminuicdo da viabilidade celular. Ao contrario de Sousa e
colaboradores, testamos a viabilidade celular da TMZ até 400uM, concentracao
utilizada na literatura capaz de reduzir a viabilidade de células sensiveis em torno
de 50% (Zhang et al., 2015; Lee et al., 2015).

Em seu trabalho, Sousa utilizou uma concentragdo maior de TMZ (800uM),
porém por um tempo curto (24 horas). Entretanto, jA& € conhecido que a
citotoxicidade induzida por TMZ funciona de maneira tempo dependente
(Barciszewska et al., 2015), o que ja foi demonstrado inclusive em estudos pré-
clinicos (Khan et al., 2001). Isto nos levou a acreditar que a dose de 400uM se
utilizada por um periodo de tempo maior, seria suficiente para reduzir a viabilidade
de forma moderada, permitindo o estudo dos mecanismos de acdo do farmaco
sem a necessidade de uma dose tdo elevada, como os 800uM utilizados por
Sousa. Além disso, alguns estudos demonstraram que células sensiveis a TMZ a
dosagem utilizada normalmente € de 350uM. Estes estudos se basearam na
concentragdo de 150 mg/m3/dia por cinco dias, utilizada na clinica durante o
tratamento de pacientes portadores de GBM (Balca-Silva et al., 2014). Além de
considerar também estudos farmacocinéticos, que demonstraram que somente
20% da TMZ administrada via oral foi quantificado no liquido cefalorraquidiano,

penetrando no cérebro (Ostermann et al., 2004).

Visto isso, aumentamos o tempo de incubacédo das linhagens para 72 horas
nos demais experimentos e mantivemos a concentracdo de 400puM. E importante
destacar que nosso estudo visa esclarecer os mecanismos envolvidos no uso de
TMZ, quando em combinagédo com a terapia adjuvante, e ndo apenas erradicar as

células tumorais. Portanto, é interessante que as dosagens utilizadas afetem a

viabilidade de forma moderada, sem comprometer todas as células em cultura.

Diversos mecanismos podem estar envolvidos na resisténcia celular a
multiplas drogas. Dentre os mecanismos de resisténcia da linhagem T98G que ja
estdo descritos por estarem envolvidos na resisténcia ao tratamento com TMZ in

vitro podemos citar, a superexpressdo da enzima de reparo MGMT e a
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superexpressao do gene MDR1 (Goellner et al.,, 2011; Munoz et al., 2015),
responsaveis, respectivamente, por reparar adutos de DNA ocasionados pelo
agente alquilante e por codificar proteinas de efluxo dificultando a permanéncia do

farmaco no interior da célula (Qiu et al., 2014; Hodges et al., 2011).

Porém, acreditamos que além dos mecanismos citados, a via de Shh
possa estar envolvida neste processo, uma vez que sua ativacdo vem sendo
relacionada com a resisténcia de linhagens de GBM a TMZ em CTTs (Munoz et
al., 2015). O mecanismo pelo qual ndo se observa reducéo de viabilidade da
linhagem GBM11 ainda € desconhecido, por se tratar de linhagem priméaria.
Pretendemos ainda avaliar quais os mecanismos que sao ativados na linhagem
primaria GBM11 que a tornam resistente ao tratamento de TMZ nos tempos e

concentracdes avaliadas em perspectivas deste estudo.

4.2. A inibicdo seletiva da via de Shh é capaz de potencializar o efeito do

TMZ em glioblastomas?

Como falado anteriormente, os glioblastomas sdo o0s tumores mais
agressivos do SNC, onde a sobrevida média dos pacientes é baixa (em média 12
a 15 meses), mesmo apoés a descoberta da TMZ (Li et al., 2016). Acredita-se que
a resisténcia do GBM ao tratamento com TMZ ocorra principalmente pela alta
expressdo da enzima MGMT que anula o efeito da TMZ no DNA (Sarkaria et al.,
2008). Além disso, sabe-se que a agressividade dos GBMs esta intimamente
relacionada a presenca de CTTs na sua massa tumoral e que a via de Shh é
muito importante para a manutencao e proliferacdo das CTTs (Kahlert et al., 2016;
Boyle et al., 2014).

Para investigar se a inibicdo seletiva da via de Shh, por GANT 61 nas
linhagens GBM 11 e T98G era capaz de potencializar o efeito da TMZ, realizamos
ensaios de MTT para atestar a viabilidade celular. Optamos por usar a
concentracéo de 20uM de GANT-61 por ser a normalmente usada em ensaios in
vitro com linhagens de GBM (Mazumdar et al., 2013; Li et al., 2016). E, para o
quimioterapico, optamos pela concentracdo de 400 uM baseado nos resultados
descritos na figura 14. Para tal, decidimos utilizar os farmacos em estratégias de

combinacgéo ou alternancia.
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A primeira estratégia foi de combinacdo (figura 15), onde as linhagens
T98G e GBM11 foram incubadas com os farmacos TMZ e GANT-61 em
concomitancia, com a finalidade de verificar um possivel sinergismo, apos as 48 e

72 horas de incubacéao.

O que podemos observar nas fotos de contraste de fase (figura 15A),
quando combinamos o tratamento com TMZ400+GANT20 por 72 horas, na
linhagem T98G ocorreu aparentemente uma diminui¢cdo na proliferacdo, uma vez
que observamos a monocamada menos confluente. Esta observacdo foi
corroborada com o ensaio por MTT nas mesmas condi¢cdes nos tempos de 48 e
72 horas (figura 15B) quando observamos uma diminui¢do na viabilidade celular
com o tratamento TMZ400+GANT20, sugerindo que esta linhagem possa ser
mais sensivel a combinacdo farmacolégica. A linhagem GBM11, apesar de nao
apresentar redugdo de confluéncia nas fotos de contraste de fase (figura 15A),
apresentou sensibilidade no grupo TMZ400+GANT20 pela técnica de MTT (figura
15B), tendo reducdo significativa em sua viabilidade quando comparado ao

controle, em 48 horas. Os valores de significAncia estdo na tabela 1.
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Figura 15: A inibicdo seletiva da via de Shh potencializou o efeito da TMZ na linhagem T98G. Células de GBM11 ou T98G foram tratadas nas
condicdes CONTROLE (células na presenca do veiculo), TMZ 400uM, GANT-61 20 uM e TMZ 400uM+GANT-61 20uM, nos tempos de 48 e 72 horas. As
células foram entédo fotografadas e incubadas com MTT (5 mg/ml) por 2 horas e, em seguida, lisadas com DMSO por 20 minutos e a absorbancia lida por
espectrofotometria 570nm. Em (A) observamos fotos em contraste de fase das linhagens GBM 11 ou T98G (aumento de 20x, microscopio DMil). Em (B)
observamos a viabilidade celular das linhagens por MTT apés os tratamentos de 48 e 72 horas, em percentual, sendo o controle 100%. Teste estatistico
One-way ANOVA com teste de Tukey. Os simbolos *(P<0,05), **(P<0,01) e ***(P<0,001) representam a significAncia em relacdo ao controle, +(P<0,05),
++(P<0,01) e +++(P<0,001) em relagcao ao grupo TMZ400 e ##(P<0,01), ###(P<0,001) em relacdo ao grupo GANT?20. Cada gréfico é representativo de 3
experimentos independentes feitos em quintuplicata, sendo a médiaterro padrdo da média.
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Tabela 1: Valores de significancia referentes a figura 15B.

% DE SIGNIFICANCIA (DIFERENGA DAS MEDIAS)

48 horas T2 horas
GRUPOS GBM11 TO8G GEM11 Ta8G
COMTROLE xTMZ400 ns 29 0204 ns 27 02%
CONTROLE x GANT20 10,25% ns ns ns
CONTROLE x TMZ400+GANT20 13,44% 34,09% 30.24% 40 23%
TMZ400 % GANTZ20 ns ns ns ns
TMZ400 x TMZ400+GANT20 21,9% ns ns ns
GANTZ0 2 TMZ400+GANT20 ns ns ns ns

Teste estatistico One-way ANOVAcom teste de Tukey, P=0,05
ns = nao significativo

Um estudo realizado por Li e colaboradores, em 2016, demonstrou que a
concentracdo de 5uM de GANT-61 é capaz de reduzir a viabilidade das linhagens
U87 e U251 em 50%, durante 48 ou 72 horas de tratamento (Li et al., 2016). Estes
achados discordam de nossos experimentos, pois ao utilizarmos uma
concentragdo maior (20 pM), no mesmo intervalo de tempo, ndo observamos
reducdo de viabilidade das linhagens GBM11 e T98G no grupo GANT20, como
observado na figura 15B. Acreditamos que a diferenca observada se deva a dois
fatores principais: a técnica utilizada e a diferenca de resisténcia das linhagens.
Quanto a técnica para avaliar viabilidade, utilizamos ensaios de MTT enquanto Li
e colaboradores utilizaram o cell counting kit-8 (CCK8), este ultimo ja foi descrito
na literatura por superestimar a proporcao de células inviaveis quando comparado
a técnica de MTT (Jiao et al., 2015). Além disso, j4 se sabe que as linhagens
comerciais U87 e U251 apresentam maior sensibilidade aos tratamentos
guimioterapicos do que a linhagem T98G, como mostrou Ryu e colaboradores, em
2012, ao tratar estas trés linhagens durante 72 horas com diferentes

concentracoes de TMZ (Ryu et al., 2012).

Entretanto, os resultados de Li e colaboradores corroboram 0s nossos
achados no que diz respeito a combinacdo farmacolégica de TMZ com GANT-61.
Em ambos os trabalhos, as linhagens apresentaram reducdo de viabilidade no
grupo de combinacgédo farmacolégica quando comparado ao controle. Para este
experimento, Li e colaboradores utilizaram GANT-61 na concentracdo de 1uM

associado a TMZ 60 uM, enquanto utilizamos 20uM e 400uM, respectivamente.
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Acreditamos que a diferenca nas dosagens se deva também ao perfil de
resisténcia das linhagens, como ja foi explicado anteriormente. Mesmo nestas
concentracdes, a linhagem GBM11 mostrou menor reducéo de viabilidade quando
comparado com a T98G, nos levando a acreditar que 0s mecanismos envolvidos

na sua resisténcia aos quimioterapicos sejam mais eficazes.

Ainda, atestando nossa suposicao de que um maior tempo de tratamento
seria capaz de reduzir a viabilidade da linhagem T98G, com dosagens de 20uM
de GANT-61 e 400uM de TMZ, observamos que durante o tratamento com
TMZ400 (figura 15B) a linhagem T98G apresentou reducgdo significativa de
viabilidade quando comparo ao grupo controle, em 48 e 72 horas. Reiterando os
achados de Sousa e colaboradores, acreditamos que a dose de TMZ 800uM
utilizada nesse estudo ndo tenha sido efetiva em reduzir a viabilidade devido ao
baixo tempo de exposicdo, de apenas 24 horas (Sousa et al.,, 2015). E,
enfatizamos que metade desta dose, 400 uM, foi efetiva em reduzir a viabilidade

da linhagem T98G durante um maior tempo de exposicao.

A segunda estratégia foi de alternancia (figura 16), onde as linhagens T98G
e GBML11 receberam os farmacos TMZ e GANT-61 em tempos alternados, TMZ
primeiro por 48 horas e 72 horas e GANT-61 depois por 48 horas e 72 horas ou
GANT-61 primeiro e TMZ depois, no intervalo de tempo indicado. Nosso objetivo
foi verificar se inibindo primeiro a via de Shh potencializava o efeito do tratamento
com TMZ, ou se o efeito de TMZ nas linhagens de GBM era potencializado
quando inibiamos a via ap0s o tratamento com o quimioterapico nos tempos de 48

e 72 horas.

Como podemos observar nas fotos de contraste de fase na figura 16A,
houve uma reducéo na confluéncia celular da linhagem T98G na condi¢do de
tratamento alternado, isto é, tratando primeiro com GANT-61 20uM por 72 horas e
depois com TMZ 400uM por 72 horas. Entretanto, quando fizemos o ensaio por
MTT (figura 16B), observamos que a linhagem T98G apresentou diminuicdo na
viabilidade celular quando tratamos primeiro tanto com GANT-61 e depois com
TMZ, quanto quando fizemos o tratamento inverso no tempo de 48 horas.
Curiosamente, esperdvamos que quando aumentassemos o tempo para 72 horas,
gue fossemos observar uma redugao ainda maior nas duas condic¢des, entretanto,

observamos somente uma diminuicdo na viabilidade para o tratamento alternado
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GANT20/TMZ400. Nao houve diferenca de viabilidade quando comparamos 0s
dois grupos de alternancia entre si, sugerindo que foi indiferente, em termos de

sensibilizacdo, adicionar o inibidor primeiro ou a TMZ primeiro.

Apesar disso, a linhagem T98G também demonstrou maior sensibilidade
aos farmacos neste experimento, e curiosamente a linhagem GBM11 apresentou
resisténcia as estratégias de alternancia em todos os tempos de incubacao,
diferente do que observamos para o tratamento combinado, em 48 horas. Os

valores de significancia estdo na tabela 2.

A resisténcia persistente observada na linhagem GBM11, confirma o laudo
obtido do paciente de quem esta linhagem foi extraida: um glioma de alto grau,
apresentando, portanto, diferentes mecanismos de escape ao tratamento. Para
contornar este problema, acreditamos que a estratégia de combinacdo seja a
mais promissora, uma vez que foi a Unica a demonstrar alguma efetividade em
reduzir a viabilidade desta linhagem (figura 15B). Contudo, acreditamos que o
tempo de exposicdo deva ser maior que 72 horas, visto que ja foi descrito que as
linhagens respondem de forma tempo dependente aos tratamentos (Barciszewska
et al., 2015).
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Figura 16: Efeito da inibicdo da via de Shh por GANT-61 na potencializacdo do tratamento por TMZ. Células de GBM11 ou de T98G foram tratadas nas
condicdes CONTROLE (células na presenca do veiculo), TMZ 400uM primeiro e GANT-61 20 uM depois, e GANT-61 20uM primeiro e TMZ 400uM depois. O
experimento foi realizado nos tempos de 48 e 72 horas por farmaco. As células foram entéo fotografadas e incubadas com MTT (5 mg/ml) por 2 horas e, em
seguida, lisadas com DMSO por 20 minutos e a absorbéncia lida por espectrofotometria 570nm. Em (A) observamos fotos em contraste de fase das
linhagens GBM11 ou T98G no aumento de 20x no microscopio DMil. Em (B) observamos a viabilidade celular das linhagens através da técnica de MTT
apos os tratamentos, em percentual do controle. Teste estatistico One-way ANOVA com teste de Tukey. Os simbolos *(P<0,05) e **(P<0,01) representam a
significancia em relagéo ao controle. Cada grafico é representativo de 3 experimentos independentes feitos em quintuplicata, sendo a médiaterro padrdo da

média.
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Tabela 2: Valores de significancia referentes a figura 16B.

% DE SIGNIFICANCIA (DIFERENCADAS MEDIAS)

A48 horas/farmaco 72 horas/farmaco
GRUPOS GEM11 TagG GEM11 TagG
COMNTROLE x TMZ400/GAMTZ20 ns 30,04% ns ns
COMTROLE x GAMTZ0/TIMZ400 ns 35.45% ns 47 33%
TMZ400/GANT20x GANTZ0TMZ400 ns ns ns ns

Teste estatistico One-way ANOVAcom teste de Tukey, P=0,05
ns = no significativo

Acreditamos que a sensibilizacdo observada na linhagem T98G em ambos
0s experimentos, seja fruto da modulacdo farmacoldgica da via de Shh, por
GANT-61. A medida que silenciamos esta via, impedindo a ligacédo do fator de
transcricdo Gli-1 ao DNA, silenciamos também genes como Oct-4, Nanog e Sox-
2, amplamente relacionados a manutencao do estado tronco e proliferacéo celular
(Liu et al., 2013). Dessa forma, sugerimos que a inibicdo da via de Shh tenha
reduzido o fenotipo das CTTs, descritas na literatura como responsaveis pelo
perfil de resisténcia de diversos tipos de cancer ao tratamento quimioterapico
(Kahlert et al., 2016). Permitindo, portanto, a sensibilizacdo das linhagens a TMZ,

como observamos nos resultados.

J4 se sabe também que a superexpressdo de Glil em um GBM é um
marcador altamente preditivo de um mau prognéstico para o paciente (Rossi et
al., 2011). Além disso, SUFU que é um regulador negativo da via de Shh, muitas
vezes se encontra hiperfosforilado mantendo-se inativo, 0 que permite que a
transcricdo de Gli ocorra e a via se mantenha ativa, independente da sinalizacéo

via receptor (Lauth et al., 2007).

Para avaliar de forma mais ampla os mecanismos envolvidos na redugéo
de viabilidade durante a inibichio de Shh na presenca de TMZ, decidimos
prosseguir os experimentos com a linhagem T98G, que apesar de ser resistente a
TMZ, respondeu ao tratamento conjunto com GANT-61 de forma mais eficiente do
que a linhagem GBM11. Escolhemos ainda a estratégia combinada de 72 horas,
ja que neste tempo o sinergismo entre os farmacos foi capaz de reduzir a
viabilidade celular em torno de 50%. As estratégias de alternancia foram

descartadas, j& que ndo houve diferenca entre os grupos de alternéncia.
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Reiterando o trabalho de Li e colaboradores, que também combinaram
GANT-61 ao tratamento com TMZ (Li et al., 2016), acreditamos que as dosagens
utilizadas tenham sido menores devido a maior sensibilidade das linhagens
utilizadas (U87 e U251), do ponto de vista da resposta quimioterapica. Essa maior
sensibilidade permitiu que as células do estudo respondessem a doses mais
brandas do que as linhagens T98G e GBM11, como ja demonstramos em nosso

trabalho.

4.3. Qual seria o efeito da combinacdo de TMZ e GANT-61 na proliferacao

celular?

A proliferacdo celular € controlada fisiologicamente por diversos
mecanismos, e ja se sabe que a via de Shh é capaz de se opor a estes
mecanismos de controle, promovendo a proliferacdo (Chen et al., 2007). Dessa
forma, o estudo farmacolégico de TMZ e GANT-61 sobre o ciclo celular é
essencial. Sabemos que alguns farmacos atuam em fases especificas do ciclo,
porém, os agentes alquilantes, como a TMZ, sdo descritos na literatura por
atuarem em todas as fases ao interagirem diretamente no DNA (American Cancer
Society, 2015).

Para averiguar se o inibidor especifico da via de Shh, GANT-61, é capaz de
potencializar o efeito de TMZ sobre o ciclo celular, tratamos a linhagem T98G com
400uM de TMZ (TMZ400), ou 20uM de GANT-61 (GANT20) ou os dois farmacos
combinados nestas concentracdes (TMZ400+GANT20), por 72 horas. ApGs este
periodo de tratamento, foram realizados ensaios de citometria de fluxo, com o
intercalante de DNA PI.

Como podemos observar na figura 17 a linhagem T98G apresentou uma
diferenca significativa nas fases GO/G1 do ciclo celular, entre os grupos TMZ400 e
TMZ400+GANT20 em relagdo aos grupos controle e GANT20. Entretanto, n&o
observamos diferenca significativa na fase S entre os grupos. Curiosamente, nas
fases G2/M, observamos somente uma diferenca significativa entre o grupo
TMZ400 e os grupos controle, GANT20 e TMZ400+GANT20. Os valores de

significAncia se encontram na tabela 3.
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Figura 17: O tratamento isolado com TMZ 400 uM induz parada do ciclo celular em G2/M na
linhagem T98G. As células da linhagem T98G foram tratadas por 72 horas com 400uM de TMZ
(TMZ400), ou 20uM de GANT-61 (GANT20) ou os dois farmacos combinados nestas
concentracdes (TMZ400+GANT20) por 72 horas. Apds este tempo realizamos ensaios de ciclo
celular que foram adquiridos por citometria de fluxo apés incubagéo da linhagem com Pl e RNAse.
Em (A) observa-se a fase GO/G1, S em (B) e G2/M em (C), todas em percentual do controle.
Teste estatistico One-way ANOVA com teste de Tukey. O simbolo *(P<0,05) representa a
significancia em relacdo ao controle, +(P<0,05) em relacdo ao grupo TMZ400 e #(P<0,05) em
relacdo ao grupo GANT20. Cada grafico é representativo de 3 experimentos independentes feitos
em quintuplicata, sendo a médiaterro padrdo da média.
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Tabela 3: Valores de significancia referentes a figura 17.

% DE SIGNIFICANCIA (DIFERENGA DAS MEDIAS)

GRUPOS FIGURA1TA FIGURA1TB FIGURA1TC
COMTROLE x TMZ400 232,30% ns 12,84%
COMTROLE X GAMTZ0 ns ns ns
COMTROLE x TMZ400+GANTZ0 21,42% ns ns
TMZ400x GANTZ20 21,41% ns 13, 40%
TMZ400 x TMZ400+GAMNTZ0 ns ns 12,95%
GAMTZ20xTMZ400+GANTZ0 19,54% ns ns

Teste estatistico One-way ANOVAcom teste de Tukey. P=0.05
ns = nao significativo
Interessantemente, quando combinamos os farmacos TMZ400+GANT20,

observamos uma reducao da proporcao de células retidas em G0/G1, subfases da
intérfase, ocorrendo em G1 o primeiro ponto de checagem de erros no material
genético, envolvendo as proteinas supressoras tumorais p53 e p21, que impedem
gue as células com DNA danificado avancem no ciclo celular (Pietenpol e Stewart,
2002). Os achados foram similares ao observado quando tratamos estas células
com TMZ400 sozinho, sugerindo que nao ocorra um efeito sinérgico aditivo
guando adicionamos GANT-61 a TMZ.

Nossos resultados também mostram que a TMZ na concentracdo de
400uM aumentou a proporcao de células retidas em G2/M, momento do ciclo
onde ocorre o segundo ponto de checagem de erros no material genético,
impedindo que as células com DNA danificado passem da fase G2, interfasica,
para a fase M, mitética, sendo encaminhadas para a morte (Pietenpol e Stewart,
2002). Esses resultados sugerem que a TMZ possui potencial para promover
parada do ciclo celular na linhagem T98G, interferindo na sua proliferagao.
Acreditamos que o discreto aumento de células retidas em G2/M seja
consequéncia da resisténcia desta linhagem ao quimioterapico, como descreveu
Kanzawa e colaboradores, em 2003. No estudo citado, os pesquisadores
mostraram haver uma relacédo entre o grau de sensibilidade da linhagem e a
capacidade do alquilante TMZ em induzir a parada do ciclo celular, onde a
linhagem U373-MG, sensivel, apresentou maior propor¢cdo de células retidas em

G2/M quando comparado a T98G, resistente (Kanzawa et al., 2003).

Visto que a ativacdo aberrante da via de Shh e a consequente manutencéo
do fenotipo das CTTs vém sendo descritas por dificultar o tratamento
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quimioterapico ocasionando a resisténcia (Deshmukh et al., 2016), acreditamos
gue o grau de sensibilidade das linhagens esteja intimamente relacionado ao grau
de expressdo dos componentes da via de Shh. Um estudo realizado por Lo e
colaboradores em 2009, demonstrou que a linhagem tumoral U373MG, que
responde melhor & TMZ, possui menor expressdo do fator de transcricdo GLI1
(efetor da via de Shh) do que a linhagem T98G, que resiste ao quimioterapico (Lo
et al, 2009). Em nossos resultados preliminares, demonstramos a

imunomarcacao para GLI1 na linhagem T98G.

4.4. O tratamento combinado de TMZ e GANT-61 induz autofagia?

Algumas células cancerigenas podem apresentar mutacdes em moléculas
essenciais da maquinaria apoptotica, resultando em resisténcia aos
quimioterapicos comuns. Quando os mecanismos apoptéticos falham, a morte
celular por autofagia pode prevalecer. Dessa forma, o processo autofagico pode
ser considerado um mecanismo alternativo de morte celular (Yousefi e Simon,
2009). Visto isso, decidimos avaliar se a linhagem T98G também responde ao
nosso tratamento quimioterdpico através do processo autofagico. Portanto,
realizamos ensaios para verificar a presenca de vesiculas acidas, caracteristica

morfolégica da autofagia (Shi et al., 2012).

Para tal, as células da linhagem T98G foram incubadas nas condi¢des
controle, TMZ400, GANT20 e TMZ400+GANT20 durante 72 horas. ApOs esse
tempo, a linhagem foi novamente incubada com o composto LA, durante 15
minutos, para marcacao de vesiculas acidas e, em seguida, a fluorescéncia foi

adquirida por citometria de fluxo.

Como podemos observar na figura 18, o tratamento com a TMZ isolada
(TMZ400) por 72hrs, foi capaz de induzir um aumento significativo na formacao de
vesiculas acidas quando comparado com 0s grupos controle e GANT20. Mais
ainda, a combinagéo dos farmacos TMZ400+GANT20 por 72 horas, foi capaz de
promover um aumento ainda mais acentuado de vesiculas acidas, quando
comparado com os demais grupos. Por termos observado que a linhagem T98G
responde ao tratamento com TMZ aumentando a producdo de vesiculas acidas

concluimos que estas células estejam sofrendo autofagia, onde o0 uso
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concomitante de TMZ e GANT-61 tem um efeito sinérgico na formacao destas
vesiculas, uma vez que foi capaz de potencializar a formacdo das mesmas, até

mesmo quando comparamos com o TMZ400 sozinho.

T98G 72 horas
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Figura 18: A combinacdo de TMZ e GANT-61 induz a producéo de vesiculas acidas na
linhagem T98G apo6s 72 horas. Células da linhagem T98G foram incubadas por 72 hrs nas
condicdes CONTROLE (células na presenca do veiculo), TMZ 400uM, GANT 20uM e TMZ400uM
+ GANT 20uM. Apos este tempo as células foram incubadas com o componente LA durante 15
minutos, e a fluorescéncia foi adquirida por citometria de fluxo. Observamos no gréfico a presenca
de vesiculas acidas por incubagdo com o composto laranja de acridina, em percentual do controle.
Teste estatistico One-way ANOVA com teste de Tukey. Os simbolos **(P<0,01) e ***(P<0,001)
representam a significAncia em relacéo ao controle, ++(P<0,01) e +++(P<0,001) em relacdo ao
grupo TMZ400 e ###(P<0,001) em relacdo ao grupo GANT20. O gréfico é representativo de 3

experimentos independentes, sendo a média+ desvio padréo.
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Tabela 4: Valores de significancia referentes a figura 18.

% DE SIGNIFICANCIA (DIFERENGADAS MEDIAS)

GRUPCS

CONTROLExTMZ400 3.46%
COMTROLE x GANTZ0 ns
COMNTROLE x TMZ400+GANT20 15,03%
TMZ400x GANTZ20 3.6%
TMZ400x TMZ400+GAMT20 11.57%
GAMNTZ0xTMZ400+GANTZ20 15.17%

Teste estatistico One-way AMOVACom teste de Tukey, P=0,05
ns = nao significativo

J& esta descrito na literatura que a TMZ é capaz de induzir oS mecanismos
de autofagia em linhagens de glioblastoma (Montaldi, 2009; Gonnissen et al.,
2015), o que corrobora com 0s nossos achados. Sabe-se também que a ativacédo
da via de Shh através dos receptores Ptich e Smo € capaz de regular os
mecanismos de autofagia, reduzindo a expressao da proteina LC3 que indica
inibicdo do processo autofagico (Jimenez-Sanchez et al., 2012). Entretanto, até o
momento, pouco se sabe sobre o efeito sinérgico de GANT-61 e TMZ no processo
de autofagia. Como citado anteriormente, recentemente Li e colaboradores
(2016), demonstraram que o tratamento com GANT-61 sensibiliza as células de
GBM a TMZ através da reducao de viabilidade celular, aumento de danos ao DNA
e reducdo na expressdo de MGMT (Li et al., 2016). Entretanto os autores nao

avaliaram os mecanismos de autofagia.

Ja4 estd bem estabelecido na literatura que durante a formacédo dos
autofagossomos, a proteina LC3I citosdlica, é conjugada a fosfatidiletanolamina
formando LC3Il. Esta proteina entdo € recrutada para a membrana dos
autofagossomos, estando envolvida em sua expansdo e fusdo com outras
membranas (Weidberg et al., 2011). A proteina LC3Il é normalmente utilizada
para estimar a abundancia dos autofagossomos em ensaios para avaliar se a
célula esta em processo de autofagia. Apos a fusdo do autofagossoma com o
lisossoma a proteina LC3Il € degradada (Tanida et al., 2008; Glick et al., 2010).
Portanto, para confirmarmos se a linhagem T98G estaria em processo de
autofagia como sugere 0s nossos resultados, pretendemos imunomarcar esta

linhagem para a proteina LC3II.
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Curiosamente, Wang e colaboradores (2013) demonstraram em seu estudo
com linhagens de carcinoma hepatocelular humano que a inibicdo da via de Shh
por GANT-61 faz com que ocorra um aumento significativo na expressdao da
proteina LC3Il nestas células, indicativa da formacéo dos autofagossomos (Wang
et al., 2013). Entretanto, quando nos inibimos a via de Shh com GANT-61 néo
observamos nenhuma modulac¢do na producdo de vesiculas &cidas na linhagem
T98G. Acreditamos que isto se deva principalmente a diferenca de linhagem
utilizada, uma vez que ndo observamos diferencas a serem destacadas no que
diz respeito ao tempo de incubacé&o das linhagens e a concentragcdo de GANT-61

utilizada.

Ja é conhecido que a autofagia, além de induzir morte celular através de
mudancas ocasionadas nas membranas internas da célula, também funciona
como um dos mecanismos capazes de proteger as células da morte a medida que
recicla as organelas celulares acometidas, sendo responsavel em parte por
promover resisténcia aos tratamentos (Kondo et al., 2005). E, até o momento,
todos o0s nossos resultados mostraram uma reducdo mais acentuada de
viabilidade e maior citotoxicidade para o grupo de combinacdo farmacol6gica
(TMZ400+GANT20), porém também demonstraram a presenca de um possivel
pool de células resistentes neste grupo, 0 que nos leva a um questionamento
intrigante: O inibidor da via de Shh em combina¢cdo com a TMZ estariam levando
as células para a via autofagica da morte ou para a via autofagica protetora,
favorecendo a resisténcia tumoral? Interessantemente, os mecanismos pelos
quais as células sdo encaminhadas para a morte ou para a protecao ainda sao

desconhecidos, sendo um interessante aspecto a ser elucidado no futuro.

4.5. TMZ e GANT-61 sdo capazes de induzir estresse oxidativo?

As células eucariotas sdo capazes de responder e se adaptar aos agentes
estressores externos através da conservacdo de mecanismos evolutivos de
sinalizacdo. Esses mecanismos regulatérios sdo importantes, ja que a balanca
entre morte e sobrevivéncia celular é decisiva para proporcionar os fenétipos de
sensibilidade ou resisténcia aos quimioterapicos. Os farmacos antineoplasicos
também podem atuar como agentes estressores, muitas vezes induzindo os

mecanismos protetivos da ceélula ou levando a apoptose (Tiligada, 2006; Circu e
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Aw, 2011). Para entender o papel dos farmacos TMZ e GANT-61 em promover o
estresse celular, realizamos ensaios para avaliar a producédo de espécies reativas

de oxigénios (EROS).

Para tal, as células da linhagem T98G foram incubadas nas condicdes
controle, TMZ400, GANT20 e TMZ400+GANT20 durante 72 horas. ApOs esse
tempo, a linhagem foi incubada com o composto DCFH-DA para avaliar a
formacédo de EROs e, em seguida, a fluorescéncia foi adquirida por citometria de

fluxo.

Como podemos observar na figura 19 houve um aumento da presenca de
EROs em todos os grupos estudados. Entretanto, observamos um aumento
acentuado dessas espécies no grupo TMZ400 e no grupo TMZ400+GANT?20, em
relacdo aos demais grupos. Estes resultados nos sugerem que a linhagem T98G
respondeu aos agentes estressores através da producdo de EROs,
principalmente no grupo TMZ400+GANT20. Entretanto, a diferengca observada
nao foi significativa, e acreditamos que isto seja devido ao desvio padrdo
acentuado no grupo TMZ400+GANT20 e ao fato do experimento ter sido feito em

duplicata.
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Figura 19: O tratamento da linhagem T98G com TMZ e GANT-61 induz a producéo de EROs.

Células da linhagem T98G foram incubadas nas condicdes CONTROLE (células na presenca do

veiculo), TMZ 400uM, GANT 20uM e TMZ400uM + GANT 20uM durante 72hrs. Apds este tempo

as células foram incubadas com o componente DCF durante 30 minutos, e a fluorescéncia foi
adquirida por citometria de fluxo. Observamos no grafico a concentracdo de espécies reativas de
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oxigénio, em unidades arbitrarias de mediana de fluorescéncia. Teste estatistico One-way ANOVA
com teste de Tukey. O gréfico é representativo de 2 experimentos, sendo a médiatdesvio padréo.

Em conjunto, nossos resultados nos levaram a concluir que haja uma forte
relacdo entre a producdo acentuada de EROs na linhagem T98G observada para
0 grupo TMZ400+GANT20 e a citotoxicidade observada para este mesmo grupo
nos demais experimentos do nosso estudo. Corroborando com 0S n0SS0S
resultados, recentemene foi descrito que a TMZ é capaz de induzir a producéo de

EROs a partir dos danos causados ao DNA (Oliva et al., 2011).

Entretanto, foi também demonstrado que células consideradas resistentes
a TMZ, como a linhagem T98G, permanecem com baixa producéo de EROs apds
a exposicdo ao quimioterapico, 0 que ndo observamos em nossos resultados.
Talvez esta diferenca se deva ao tempo de incubacédo e a concentracdo de TMZ
utilizada, enquanto nossa linhagem foi incubada por 72 horas com 400 puM, a
linhagem do estudo foi incubada por apenas 2 horas com 300 pM, o que pode ter
desfavorecido a produgéo de EROs no estudo citado (Oliva et al., 2011).

Notavelmente, no grupo de combinacédo (TMZ400+GANT20), observamos
um aumento ainda maior da producédo de EROs. Este achado nos levou a concluir
gue a inibicdo da via de Shh por GANT-61 sensibilizou a linhagem ao tratamento
com a TMZ, potencializando o efeito do farmaco. Além disso, ja é conhecido na
literatura que a via de Shh é capaz de responder as alteragBes ocasionadas pelos
mecanismos de oxirreducdo, permanecendo inibida quando na presenca de altas
concentracbes de EROs e retornando ao seu estado de ativagcdo na auséncia
dessas espécies (Laurindo, 2010), nos levando a concluir que a producédo de
EROs induzida pela TMZ possa contribuir também para o silenciamento da via de
Shh.

Mais ainda, existem alguns relatos na literatura que afirmam que a
producdo acentuada de EROs seria capaz de reduzir as CTTs presentes em um
dado tumor (Shi et al.,, 2012). Estes achados favorecem nosso estudo, ja que
nossa estratégia combinada de TMZ e GANT-61 induz a producdo de EROs, que
auxiliaria na reducdo das CTTs e consequentemente na reducdo do perfil de
resisténcia tumoral, uma vez que as CTTs sao descritas por sua radio e

quimiorresisténcia. Futuramente, pretendemos avaliar também se existe uma
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diminuicdo na expressdo de marcadores importantes para a manutengao do

estado tronco das CTTs, como Sox-2, Oct4 e Nanog.

4.6. A combinacdo de TMZ e GANT-61 induz eventos de morte celular?

Ja esta descrito na literatura, que os farmacos TMZ e GANT-61 séo
capazes de induzir isoladamente morte celular através de diferentes mecanismos,
incluindo apoptose (Zou et al., 2014; Montaldi, 2009; Gonnissen et al., 2015). Com
a finalidade de avaliar os mecanismos e 0s eventos de morte celular envolvidos
na citotoxicidade promovida pela combinacdo farmacoldgica de TMZ e GANT-61,
foram realizados ensaios para avaliar a integridade da membrana e fragmentacao

de DNA da linhagem T98G como observado na figura 20.

Para tal, as células da linhagem T98G foram incubadas nas condicfes
controle, TMZ400, GANT20 e TMZ400+GANT20 durante 72 horas, e apos o
tempo de incubacédo foram submetidas a técnica de Azul de Tripano, ficando em
contato com este componente por alguns segundos com a finalidade de avaliar a
permeabilidade membranar. As células foram também submetidas as técnicas de
citometria de fluxo, onde foram incubadas com o fluorocromo PI, para avaliar
integridade membranar ou com Pl e RNAse, para avaliar fragmentacdo de DNA
em sub-GO.
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Figura 20: A combinagédo de TMZ e GANT-61 induz morte celular da linhagem T98G. Células
incubadas nas condiges CONTROLE (células na presenca do veiculo), TMZ 400uM, GANT 20uM
e TMZ400uM + GANT 20uM durante 72 horas. Apdés o tempo de incubagdo as células foram
incubadas com Azul de Tripano, ou PI, ou Pl e RNAse, durante alguns segundos, 30 minutos e 15
minutos, recpectivamente. Os graficos sdo representativos dos eventos de morte quando
empregados os farmacos TMZ e GANT-61, em percentual do controle. Em (A) observa-se o
potencial de citotoxicidade dos farmacos através da técnica de exclusdo por Azul de Tripano. As
analises em (B) e (C) foram feitas por citometria de fluxo. Em (B) observa-se morte celular por
perda da integridade de membrana e incorporacéo de PI. E em (C) foi avaliado o ciclo celular por
incubacéo das células com Pl e RNAse, e observa-se a fragmentacdo de DNA em sub-GO. Teste
estatistico One-way ANOVA com teste de Tukey. Os simbolos *(P<0,05), **(P<0,01) e
***(P<0,001) representam a significAncia em relagdo ao controle, +(P<0,05) e +++(P<0,001) em
relacdo ao grupo TMZ400 e ##(P<0,01) e ###(P<0,001) em relacdo ao grupo GANT20. Cada
grafico é representativo de 3 experimentos independentes feitos em quintuplicata, sendo a
meédiaterro padrdao da média.
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Tabela 5: Valores de significAncia referentes a figura 20.

% DE SIGNIFICANCIA (DIFERENGCADAS MEDIAS)

GRUPOS FIGURA 204 FIGURA 208 FIGURA20C
COMTROLE X TMZ400 ns ns ns
COMTROLE X GAMTZ0 ns ns ns
COMTROLE x TMZ400+GAMT20 3373% 554% 26,68%
TMZ400 % GANTZ0 ns ns ns
TMZ400 x TMZ400+GAMNTZ20 28.33% 36,28% 21.18%
GAMT20 x TMZ400+GAMT20 37.33% 56,54% 27.,08%

Teste gstatfsticn One-way AMNOVACcom teste de Tukey, P=0,05
ns = naa significativo
Como podemos observar na figura 20, quando avaliamos a integridade

membranar pelo uso do fluorocrémo PI, por citometria, ha uma maior quantidade
de células mortas nos grupos TMZ400+GANT20 e TMZ400, quando comparado
ao uso da técnica de exclusdo por Azul de Tripano. Acreditamos que esta
diferenca ocorreu, porque a técnica Azul de Tripano tenha subestimado a
proporcao de células com a membrana comprometida, uma vez que o tempo de
incubacdo com o corante foi de apenas alguns segundos conforme o protocolo.
Enquanto que o tempo de exposicdo ao flurocromo Pl é de 15 minutos (Arruda et
al., 2010).

Podemos observar também na figura 20, que o tratamento com
TMZ400+GANT20 diminiui significativamentea integridade membranar e
aumentou consideravelmentea fragmentacdo do DNA, quando comparado aos
demais grupos. Sugerindo que a fragmentacdo de DNA esteja intimamente
relacionada aos eventos de morte programada tipo | (apoptose), uma vez que 0s
outros tipos de morte, como por autofagia por exemplo, que ja foram associados
ao uso de TMZ ou GANT-61, ndo apresentam fragmentacdo do material genético
(Kondo et al., 2005).

Recentemente foi demonstrado que o tratamento de linhagens de cancer
de mama com GANT-61, foi capaz de reduzir a expressao da proteina anti-
apoptotica Bcl-2 favorecendo a ativacdo dos mecanismos de apoptose, que
incluem a fragmentacdo do material genético (Wang et al., 2016). Estes

resultados nos sugerem mais uma vez que o aumento da fragmentagéo do DNA,
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observados na figura 20C, possa ser devido a apoptose, entretanto este

mecanismo ainda seré alvo de estudo por nosso grupo no futuro.

Com relagéo a perda significativa de integridade membranar observada na
figura 20 (A e B) durante o tratamento com TMZ400+GANT20, acreditamos se
tratar de um evento tardio, fruto do rompimento dos corpos apoptéticos, uma vez
gue in vivo ndo é observado perda de integridade membranar durante a apoptose,

ja que os corpos formados sao precocemente fagocitados (Sola et al., 2001).

5. CONCLUSOES
v" A inibicdo da via de Shh potencializa a acdo de TMZ através do efeito
citotoxico pela producdo de EROs na linhagem T98G, o que
consequentemente desencadeia formacéo de organelas acidas induzindo a

morte celular.

v A linhagem GBM11 se mostrou bastante resistente aos tratamentos
testados, sugerindo que esta linhagem possui mecanismos mais eficazes

de escape, que precisam ser elucidados.

v" Os resultados sugerem que o uso combinado de TMZ e GANT-61 seja uma

potencial estratégia para o tratamento de alguns subtipos de GBMs.

6. PERSPECTIVAS

Com o objetivo de melhor entender os mecanismos moleculares da inibicao
da via de Shh na potencializacdo da acao de TMZ, realizaremos alguns ensaios
confirmatorios de apoptose através da imunomarcacao para caspase 3 ativada, e
imunomarcacdo para a proteina LC3, marcadora de autofagia. Para tal, a
linhagem T98G sera incubada nas condi¢cdes controle, TMZ400, GANT20 e
TMZ400+GANT20 durante 72 horas. Pretendemos também realizar a
quantificacdo das imunofluorescéncias para avaliar a expressao de Gli-1 e
Vimentina, bem como do marcador proliferativo Ki67, que se encontram nos
resultados preliminares da secdo 6.1, assim como concluir o nimero de n

necessarios para estas analises. Pretendemos ainda realizar ensaios de



53

imunofluorescéncia para o receptor Ptch da via de Shh e para os marcadores do
estado tronco Oct-4 e Sox-2, e RT-PCR para os mesmos marcadores.

6.1. Resultados Preliminares

6.1.1. Ensaios de imunofluorescéncia para expressao de Gli-1 e Vimentina

Sabemos que o fator de transcricdo Gli-1 é um dos principais efetores da
via de Shh, sendo responsavel pela transcricdo de genes importantes para a
manutencdo do estado tronco durante a embriogénese, como Oct-4, Nanog e
Sox-2 (Sasaki et al., 1997; Liu et al., 2013). Na tumorigénese, quando Shh volta a
ser positivamente modulada, observamos uma expressdo acentuada de Gli-1,
bem como dos genes que ele transcreve (Lo et al., 2009). Como demonstrou Lo e
colaboradores em 2009, a expressao de Gli-1 esta proporcionalmente relacionada
ao grau de resisténcia de uma linhagem celular ao tratamento com TMZ (Lo et al.,
2009). Sabendo disso, decidimos averiguar a expressao de Gli-1 na linhagem
T98G, descrita por sua resisténcia a TMZ, bem como verificar os efeitos da

inibicdo de Shh sobre este fator de transcricao.

Ainda, os tumores do SNC sdo conhecidos por superexpressar a proteina
vimentina, membro mais abundante da familia dos filamentos intermediarios,
conhecida por manter a integridade celular e proteger as células saudaveis de
agentes estressores. A expressdao de vimentina tem sido associada ao
crescimento tumoral e ao mau progndstico do paciente, bem como apontada
como um marcador importante da transicdo epitélio mesenquimal (EMT) (Satelli e
Li, 2011). A EMT € um processo biolégico em que uma célula epitelial ao sofrer
modificacdes moleculares e morfoldgicas adquire perfil de célula mesenquimal,
cuja capacidade de migracdo, invasdo e resisténcia quimioterapica € maior
(Kalluri e Weinberg, 2009). Visto que a ativacdo de Shh tem sido apontada como
um dos agentes promotores da EMT (Islam et al., 2015), decidimos verificar a
expressao de vimentina na linhagem T98G, bem como avaliar os efeitos da

inibicdo de Shh, em combinagdo com a TMZ, sobre a expresséo de vimentina.

Para ambas as marcacgodes, as células da linhagem T98G foram incubadas
nas condigdes controle, TMZ400, GANT20 e TMZ400+GANT20 durante 72 horas.
Apds esse tempo, a linhagem foi fixada com PFA e imunomarcada com o0s

anticorpos contra Gli-1 e Vimentina. As células foram entdo fotografadas (figura
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21) em microscopio de fluorescéncia Leica DMi8 no aumento de 63x.
Pretendemos quantificar as marcacdes da imunofluorescéncia para que 0s

resultados possam ser adequadamente discutidos.

Baseado na literatura, esperamos observar em nosso grupo controle
acentuada expressao citoplasmatica de Gli-1 e vimentina, e nuclear de Gli-1, visto
que ambos tem tido sua expressdo associada a linhagens resistentes ao
tratamento quimioterdpico, como a T98G (Lo et al.,, 2009; Sun et al., 2012).
Esperamos que o tratamento com GANT20 promova um acumulo de Gli-1 no
nucleo, atestando o efeito do farmaco em modular negativamente a via de Shh
(Lauth et al., 2007). No grupo TMZ400+GANT20, esperamos observar células que
expressem Gli-1 e vimentina de forma acentuada, uma vez que as células

sobreviventes ao tratamento neste grupo parecem pertencer a um pool de

resistencia.
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Figura 21: Imunofluorescéncia da linhagem T98G com anticorpos contra Gli-1 e Vimentina.
Células da linhagem T98G foram incubadas nas condicdes CONTROLE (células na presenca do
veiculo), TMZ 400uM, GANT 20uM e TMZ400uM + GANT 20uM durante 72 horas. Apds este
tempo as células foram imunomarcadas com anticorpos contra Gli-1 e Vimentina, e fotografadas
em microscopio de fluorescéncia Leica DMi8 no aumento de 63x. Nas fotos observamos a
expresséo de Glil e Vimentina para cada um dos grupos de tratamento.

GANT20

TMZ400 + GANT20
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6.1.2. Ensaios de imunofluorescéncia para expressao do marcador proliferativo

Ki67

O descontrole da proliferacdo celular € uma anormalidade fundamental
observada durante o processo de tumorigénese, ocorrendo através de diversas
alteracbes genéticas, as vezes em uma Unica célula, que passa a proliferar
excessivamente (Cooper, 2000). Recentemente, alguns marcadores como o Ki67
tem sido utilizados para avaliar o progndstico de pacientes portadores de glioma,
estando associado ao grau de malignidade (Chen et al., 2015; Qu et al., 2014).
Este marcador esta presente em todas as fases do ciclo celular, exceto em GO, e
sua expressao é um indicativo de progressao tumoral (Scholzen e Gerdes, 2000).

Ja se sabe que a modulacdo positiva da via de Shh é capaz de induzir a
proliferacdo de diversos tipos celulares durante o desenvolvimento embrionario
(Mill et al., 2005), e que a reativacdo desta via na tumorigénese é responsavel
pela progressdo do tumor através de mecanismos de proliferacdo (Mill et al.,
2005; Li et al., 2015). Em 2013, Viel e colaboradores demonstraram que ceélulas
tumorais sensiveis e resistentes tratadas com TMZ tiveram a expressao de Ki67
reduzida (Viel et al., 2013). Visto isso, decidimos avaliar se a inibicdo da via de
Shh por GANT-61 seria capaz de potencializar os efeitos da TMZ sobre a
proliferacéo celular.

Para tal, as células da linhagem T98G foram incubadas nas condicbes
controle, TMZ400, GANT20 e TMZ400+GANT20 durante 72 horas. ApOs esse
tempo, a linhagem foi fixada com PFA e imunomarcada com anticorpo contra
Ki67. As células foram entdo fotografadas (figura 22) em microscopio de
fluorescéncia Leica DMi8 no aumento de 63x. Pretendemos quantificar as
marcacfes da imunofluorescéncia para que o0s resultados possam ser

adequadamente discutidos.

Baseado na literatura, esperamos encontrar uma quantidade menor de
células imunomarcadas para Ki67 no grupo TMZ400 em relagdo ao controle,
como demonstrou Viel e colaboradores em 2013. Esperamos também que a
incubacdo com GANT20, ao inibir a via de Shh, leve a reducéo da transcricéo de
genes responsaveis pelos eventos proliferativos, como Oct4 e Sox2, reduzindo a
expresséo de Ki67 (Moshai et al., 2014). Entretanto, acreditamos que haja alguma

expressao de Ki67 nas células que restaram no grupo TMZ400+GANTZ20, por se
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tratar de um pool de células que ndo responderam ao tratamento, possivelmente
resistentes, apesar de sabermos que as células tronco normalmente proliferam

mais lentamente.

DAPI Ki67 DAPI/KI67

Figura 22: Imunofluorescéncia da linhagem T98G com anticorpo contra Ki67 para avaliar
proliferacdo celular. Células da linhagem T98G foram incubadas nas condicdes CONTROLE
(células na presencga do veiculo), TMZ 400puM, GANT 20uM e TMZ400uM + GANT 20uM durante
72 horas. Apos este tempo as células foram imunomarcadas com anticorpo contra Ki67, e
fotografadas em microscopio de fluorescéncia Leica DMi8 no aumento de 63x. Nas fotos
observamos a expressao de Ki67 para cada um dos grupos de tratamento.

CONTROLE

TMZA400

GANT20

TMZ400 + GANT20
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