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RESUMO

Entre os tumores cerebrais malignos, o glioblastoma multiforme é o mais comum,
tendo como caracteristicas elevados graus de proliferacdo e invaséo, além de uma
heterogeneidade intratumoral que contribui para resisténcia e menor sobrevida dos
pacientes. A heterogeneidade pode ter diversas origens e faz com que células de uma
mesma populagédo respondam de maneira diferente a um mesmo estimulo. Nesse
sentido, uma das vias celulares que controlam a proliferagdo e sobrevivéncia das
células é a via de sinalizacdo de ERK, que também esta relacionada com processos
de tumorigénese e fenotipos oncogénicos. Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi
gerar populacdes de células tumorais com fen6tipos homogéneos de sinalizacdo de
ERK, visando compreender e comparar suas respostas ao tratamento quimioterapico
e seus efeitos no desfecho de morte e proliferacéo celular. Para isso, a sinalizacédo de
ERK em células tumorais de glioblastoma foi marcada com fluorescéncia verde,
permitindo o acompanhamento da atividade da via ao longo do tempo. Com o uso de
um inibidor e um ativador da via, foi possivel modular a atividade de ERK antes e
depois da adicdo do quimioterapico. Os resultados demonstram que durante o
tratamento com temozolomida (TMZ), as células de todas as populacdes sofreram
reducdes em seus niveis de variancia de atividade ERK, com excec¢do do grupo em
que a via foi ativada previamente. Apds 10 dias, em resposta a um retratamento com
TMZ, o comportamento da atividade de ERK nas células permaneceu estavel e mais
heterogéneo, demonstrando uma adaptacao da populacédo em relacéo aos efeitos do
qguimioterapico. Embora alguns grupos tenham apresentado um aumento na
heterogeneidade de sinalizacdo de ERK nos dias subsequentes ao retratamento, 0s
niveis de proliferacdo celular se mantiveram semelhantes para todas as populacdes,
independente da combinacdo de drogas. Ademais, a proporcdo de células
senescentes aumenta apdés o retratamento, atingindo cerca de 70% de cada
populacdo contra 30% presente no primeiro tratamento. Em suma, o tratamento
quimioterapico com TMZ influencia na heterogeneidade da sinalizacdo de ERK em
células tumorais, e modulagbes nessa via podem reforcar ou atenuar esses

comportamentos.

Palavras-chave: Via de sinalizacdo de ERK; Glioblastoma; Temozolomida.
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1. INTRODUCAO

O glioblastoma multiforme (GMB) é o tumor cerebral maligno mais comum,
sendo caracterizado por um elevado grau de proliferacdo e invaséo celular (OSTROM
et al., 2021). O tratamento padrdo para esse tumor consiste na combinacdo de
cirurgia, ciclos de radioterapia e quimioterapia com temozolomida (TMZ), um agente
alquilante de DNA que induz a morte celular (LEE, 2016). Contudo, a eficacia do
tratamento é limitada devido a quimiorresisténcia apresentada pelos pacientes, o que
torna as taxas de mortalidade elevadas e a sobrevida média baixa (OSTROM, et al.,
2021; LEE, 2016). Além disso, sabe-se que o GBM apresenta uma grande
heterogeneidade intratumoral, ou seja, células de um mesmo tumor exibem fenétipos
distintos, sendo essa uma caracteristica relacionada com menor sobrevivéncia
(PATEL et al, 2014). Nesse sentido, é fundamental compreender como os fen6tipos
heterogéneos impactam no destino final das células tumorais de GBM e como
controla-los, a fim de encontrar recursos benéficos para o tratamento desse cancer.

A heterogeneidade pode ser representada por diversos niveis e ter diferentes
origens em células tumorais individuais (LENZ et al., 2022). Nesse sentido, células
gue sao similares a nivel de genoma sofrem progressivos aumentos de variabilidade
em seus niveis de epigenoma, transcriptoma, proteoma, metaboloma e sinaloma,
originando diversos fenétipos celulares (LENZ et al., 2022). Assim, uma populacéo
celular heterogénea ocupa uma diversa e consideravel area fenotipica, o que contribui
para comportamentos e desfechos distintos nas células tumorais (LENZ et al., 2022).
Sendo assim, a heterogeneidade do cancer esta muito relacionada com impactos no
tratamento da doenca, visto que essas alteracdes nas células podem levar ao
desenvolvimento de resisténcia a quimioterapia (LENZ et al., 2022). Em glioblastoma,
por exemplo, a andlise fosfoprotebmica de células Unicas demonstrou que a
resisténcia aos inibidores de mTOR ocorre de maneira ndo-genética através da
religacdo da via de sinalizagdo, que regula processos de proliferacdo, autofagia e
apoptose celular (WEI et al., 2016). Assim sendo, controlar a capacidade de geracao
de heterogeneidade pode reduzir o espaco fenotipico ocupado pelas células tumorais,
provocando melhores respostas celulares (LENZ et al., 2022).

Uma via de sinalizacdo importante na regulagéo de processos celulares é a das
proteinas quinases ativadas por mitogenos — MAPKs, composta por familias de

proteinas que transmitem sinais do meio extracelular para o nucleo celular (LAVOIE;



GAGNON; THERRIEN, 2020). Entre elas, tém-se via da quinase regulada pela
sinalizacao extracelular (extracellular signal-regulated kinase - ERK), cuja cascata de
sinalizagéo envolve as proteinas RAS, RAF e MEK, que posteriormente fosforila ERK
e propicia a transcricdo de genes especificos que regulam respostas celulares de
proliferacédo, diferenciacéo e sobrevivéncia (LAVOIE; GAGNON; THERRIEN, 2020).
Devido a sua atuacdo em funcdes de crescimento celular, desregulacdes na via da
ERK estao relacionadas com a tumorigénese e o desenvolvimento de cancer (MAIK-
RACHLINE; HACOHEN-LEV-RAN; SEGER, 2019).

A ativacdo da sinalizacdo de ERK através da estimulacdo de receptores
purinérgicos promove a proliferacao celular em glioblastoma, enquanto a inibicdo da
via esta relacionada com niveis aumentados de autofagia e morte celular, revelando
um importante papel dessa via na sobrevivéncia desse tumor (JACQUES-SILVA et
al., 2004);(YANG et al., 2021). Além disso, o tratamento com TMZ promove uma
reducdo da atividade da ERK, que resulta na inibicdo dos fenotipos oncogénicos de
células de glioblastoma e releva potenciais alvos terapéuticos para o tratamento da
doenca (WANG et al.,, 2016). Sendo assim, o0 objetivo deste trabalho é regular a
heterogeneidade de células de glioblastoma em relacéo a via de sinalizacao de ERK,
e, a partir de um fendétipo homogéneo, verificar as respostas celulares ao tratamento
com TMZ (Fig. 1).

A TRATAMENTO PADRAO

QUIMIOTERAPIA

SINALIZAGAQ
DE ERK BASAL



B HIPOTESE

QUIMIOTERAPIA xo x

HOMOGENEIZAGAO ATIVA
SINALIZACAO —
DE ERK BASAL QUIMIOTERAPIA x

HOMOGENEIZAGAO INATIVA

Figura 1. Hip6tese do trabalho em comparacdo com o tratamento padrdo de glioblastoma.
(A) Tratamento quimioterapico padréo utilizado em glioblastoma multiforme, principalmente com o uso
de TMZ. (B) Hipotese e objetivo do trabalho, no qual uma popula¢éo celular com sinalizagdo de ERK
mais homogénea apresentaria melhores respostas ao tratamento quimioterapico. Marcacdes em

vermelho indicam morte celular.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Reduzir o perfil heterogéneo de atividade de ERK em células tumorais de

glioblastoma e investigar sua relacdo com respostas ao tratamento quimioterapico.
1.1.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar a dinamica de ativacdo da via de sinalizacdo de ERK em linhagem
tumoral de glioblastoma, em comparacéo a uma linhagem celular normal;

2. Gerar uma populagéo celular homogénea em relagéo a sinalizacédo de ERK a
partir do uso de inibidores da via e alteragbes na concentragcédo de soro fetal
bovino na cultura celular;

3. Relacionar os fenotipos homogéneos com resultados celulares de morte e

sobrevivéncia ao tratamento com temozolomida.
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2. METODOLOGIA
2.1 LINHAGENS CELULARES

As linhagens celulares de glioblastoma A172 e pulmonar normal MRC5 foram
mantidas em meio DMEM low glucose suplementado com 10% de soro fetal bovino

(SFB), a 37°C e 5% CO2 em incubadora com umidade controlada.

2.2 MARCACAO FLUORESCENTE DA VIA DE SINALIZACAO ERK

Para observar a ativagdo da via de sinalizacdo de ERK nas células de ambas as
linhagens, foi feita a expressédo estavel de um repérter de translocacdo de ERK
quinase (KTR) (Addgene #90227), cuja sequéncia € composta pelo substrato da
quinase, por um sitio de localizacao nuclear e um sitio de exportagéo, fusionados a
uma proteina fluorescente (REGOT et al, 2014). Quando a ERK esté ativa, ocorre a
fosforilacdo do substrato, levando a supresséo da atividade do sitio de localizac&o
nuclear e o aumento da atividade do sitio de exportacdo, que entdo desloca a proteina
fluorescente para o citoplasma da célula. A partir da desfosforilagdo do substrato
quando a via da ERK est4 inativa, ocorre a supressdo do sitio de exportacdo e
aumento da atividade do sitio de localiza¢édo nuclear, fazendo com que a fluorescéncia
retorne para o nucleo. Dessa forma, essa técnica permite acompanhar a atividade de
ERK em células unicas através da translocacdo nucleo-citoplasmética da
fluorescéncia verde. A sequéncia do KTR foi inserida ao genoma das células das
linhagens A172 e MRC5 por transducdo lentiviral. Essa técnica se inicia com a
transfeccdo, processo no qual células empacotadoras receberdo os componentes
necessarios para formar os lentivirus carregadores da sequéncia de interesse. O
sobrenadante dessa cultura celular contendo a carga viral é recolhido e inserido nas
células alvo por transducédo, quando as membranas do lentivirus e das células séao
fusionadas e o material genético é liberado dentro da célula e sera incorporado ao
genoma. As células transduzidas foram tratadas com puromicina para se obter uma
linhagem com expresséo estavel da proteina fluorescente. Além disso, as células
tiveram seu nucleo marcado para segmentacdo das imagens com 53BP1 (Addgene

#69531), que confere fluorescéncia vermelha e também indica focci de reparo ao DNA.



11

A sequéncia foi inserida ao genoma das células também por transducao lentiviral, ja

descrita anteriormente.

2.3 HOMOGENEIZACAO DA ATIVIDADE DE SINALIZACAO DE ERK

Para a verificacdo da dinamica de sinalizacdo de ERK, as linhagens Al172 e
MRC5 foram plagueadas, sendo cerca de 5.000 células por poco. Posteriormente, as
populacdes foram tratadas com um inibidor e um ativador da via para modular os
niveis de heterogeneidade. Para inibir a sinalizacdo de ERK nas células, foi utilizado
o farmaco trametinib, um inibidor alostérico de MEK, a MAPK imediatamente anterior
a ERK. Ja para ativar a via, as células sofreram alteracdes na concentracao de soro
fetal bovino, o qual contém fatores de crescimento que estimulam a sinalizacdo de
ERK através de fatores de crescimento. A linhagem celular de glioblastoma A172 foi
dividida em dois grandes grupos: homogeneizacdo pré-tratamento com TMZ e
homogeneizacdo pds-tratamento com TMZ, tendo cada uma delas um fenétipo de
ativacao da via da ERK, feito com a adi¢cao de 1mL de meio de cultivo celular contendo
10% de soro fetal bovino (SFB), e um fenétipo de inibicdo de ERK feito com a adicédo
de 20nM de TRAM.

Para as homogeneizacdes de pré-tratamento com TMZ, a populacao inativa foi
tratada com 20nM de TRAM durante uma hora, tempo em que atinge sua menor
atividade média. Ja para a geracdo de uma populacdo homogénea de ERK ativa, em
que todas as células estao ativas, primeiro tratou-se novamente as células com 20nM
de TRAM durante uma hora, para que todas partissem de um mesmo nivel de
ativacdo, seguido de uma adicdo de SFB, o qual possui fatores de crescimento que
estimulam a ativacdo da via de sinalizacdo de ERK. Posteriormente, para simular o
tratamento quimioterapico de glioblastoma, todos os grupos foram tratados com
100uM de TMZ durante 3 horas. Em seguida, foi realizado o tratamento de
homogeneizacgédo para os grupos pos-TMZ. Para o grupo de sinalizacédo de ERK ativa,
foi feita apenas a troca de 1mL do meio do cultivo celular para a adicdo de SFB,
enquanto o grupo inativo recebeu 20nM de TRAM (Fig. 2).

Dez dias apds o tratamento quimioterapico, todos os grupos foram retratados
com TMZ para simular um novo ciclo de quimioterapia, sendo novamente 100 uM

durante 3 horas. Ademais, a populacdo de homogeneizacdo pos-tratamento inativa
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agora foi subdividida em 2 grupos: um recebeu o retratamento apenas com TMZ e

outra recebeu mais uma vez ambos TMZ e TRAM (Fig. 2).

DIA 01 DIA10
[—
o == —E—
TRAM SFB ™Z TMZ
___ HOMOGENEIZAGAOQ
PRE-TRATAMENTO
I —
— TRAM ™Z ™Z
Eu ”'"'i
A172
[ —
ATIVA ‘ | | e a - . |>—_|
TMZ SFB TMZ
| HOMOGENEIZAGCAO
POS-TRATAMENTO
INATIVA - -7 ™Z
™Z TRAM e |_

TMZ TRAM

Figura 2. Esquema de tratamentos de homogeneizacdo e quimioterapia para a linhagem celular de
glioblastoma A172. TRAM, trametinib; TMZ, temozolomida; SFB, soro fetal bovino.

A resposta da sinalizacdo de ERK foi avaliada através da translocagéo nucleo-
citoplasmatica da fluorescéncia, e a populacao celular foi acompanhada no aparelho
Incucyte, o qual incuba as células e permite fotografar a cultura celular com e sem
fluorescéncia de forma automatizada em periodos pré-determinado. Assim, foi
possivel estabelecer a dindmica de sinalizacdo de ERK em cada célula da populagéo

durante os intervalos de tempo.

2.4 IMAGENS E QUANTIFICACOES

As fotografias de microscopia de fluorescéncia geradas durante os
experimentos foram analisadas através do FORNMA, um scrip de programacéo em
Python, que realiza a quantificacdo da fluorescéncia nas células Unicas (Pereira et al.,
dados néo publicados). Para isso, a marcacao nuclear fluorescente com 53BP1 é
utilizada para a segmentacédo das imagens, em que 0s nucleos sao reconhecidos e
marcados. Apds, é realizada uma remocédo de background nas imagens contendo a
fluorescéncia verde do KTR-ERK para remover possiveis interferéncias na

quantificacdo. A marcacao nuclear € sobreposta nas células com marcacao de ERK e
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aumentada em 2,5 pixels, gerando um anel citoplasmatico. Por fim, o nivel de
atividade da via da ERK em cada célula é determinado através da razao entre o valor

da fluorescéncia do citoplasma pela fluorescéncia do nucleo.
2.5 DESFECHOS CELULARES APOS O TRATAMENTO QUIMIOTERAPICO

ApOs a homogeneizacdo do fendtipo de ERK, foi realizado o tratamento
quimioterapico com temozolomida, visando observar os destinos de morte e
sobrevivéncia nos diferentes perfis celulares. Novamente, as células foram
acompanhadas no aparelho Incucyte e as fotos foram analisadas da mesma maneira
descrita anteriormente. A analise de morte e sobrevivéncia celular foi realizada através
do Cumulative Population Doubling (CPD), que se refere ao nimero de vezes em que
as células da populacdo dobraram desde o inicio do cultivo (SILVA et al, 2016). Além
disso, a proporcdo de células em senescéncia foi identificada através da ferramenta
de Analise Morfométrica Nuclear (do inglés Nuclear Morphometric Analysis, NMA),
que identifica células com caracteristicas de senescéncia, apoptose ou com
irregularidades nucleares a partir da analise morfométrica nuclear (FILIPPI-CHIELA,
2012).

3. RESULTADOS

3.1 DINAMICA E HOMOGENEIZACAO DA ATIVIDADE DE ERK EM CELULAS
TUMORAIS DE GLIOBLASTOMA

Para o desenvolvimento dos experimentos, foram utilizadas células da linhagem
celular de glioblastoma A172 e da linhagem pulmonar normal MRC5 marcadas
estavelmente com a fluorescéncia verde do KTR da ERK (Fig. 3). Para se obter o
estado basal de atividade de ERK nas células antes do inicio dos tratamentos, as
populacdes foram fotografadas a cada 10 minutos durante 3 horas, no aparelho

Incucyte.
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Substrate P site P site
recognition motif (5) (S)

Phosphorylation Dephosphorylation Active Inactive
B
A172 ERK 4 MRC5 ERK
c ERK INATIVA ERK ATIVA
Citop. 0255 _
_Citop. 0.275 _ ;657 Naol 0.201 - 0877
Nacl. 0,432 '

Figura 3. Reporter de translocacéo de ERK quinase (KRT). (A) Sequéncia do KTR-ERK (KUDO et al,
2018) com sinais de localizag¢éo nuclear e exportacdo nuclear, fusionados a uma proteina fluorescente.
(B) Marcacao fluorescente nas linhagens A172 de glioblastoma e MRC5 pulmonar. (C) Exemplo de
guantificacdo da atividade de ERK através da razéo entre a medida da fluorescéncia do citoplasma e
fluorescéncia do ndcleo em uma célula com sinalizacéo inativa (esquerda) e ativa (direita). bNLS, sinal

de localizag&o nuclear bipartido; NES, sinal de exportacédo nuclear; Citop. citoplasma; Nucl. nucleo.

Em seguida, foi verificada a dindmica de sinalizacdo de ERK em resposta ao
tratamento com trametinib (TRAM), um inibidor alostérico de MEK, e temozolomida
(TMZ), quimioterapico padrao no regime terapéutico de glioblastoma (Fig. 4A). A fim
de verificar os niveis de homogeneizac¢fes alcancados através dos tratamentos de

homogeneizacdo, a variancia de sinalizacdo de ERK entre as células de cada



15

populacao foi analisada. Nesse sentido, quanto menor a variancia, mais homogénea
esta a atividade de sinalizacdo de ERK naquele grupo e vice-versa. Para o grupo de
homogeneizacdo pré-tratamento ativa, nota-se a reducdo da variancia durante o
periodo de tratamento com TRAM e SFB, seguida de um aumento da
heterogeneidade ao longo do tratamento com TMZ (Fig. 4B). Por outro lado, na
homogeneizacao pré-tratamento inativa, a variancia diminui consideravelmente com
a adicdo de TRAM e se mantém homogénea durante o tratamento com TMZ (Fig 4C).
Para as populac¢des que foram homogeneizadas apos o tratamento com TMZ, nota-
se 0 aumento da variancia para a homogeneizacéao ativa com SFB e reducéo para o
grupo inativo que recebeu TRAM (Fig. 4D, 4E).
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Figura 4. Sinalizagdo de ERK em resposta aos tratamentos com TRAM e TMZ. (A) Dindmica de
sinalizacdo de ERK em glioblastoma em resposta aos tratamentos de homogeneizagdo. (B-C-D-E)
Variancias de atividade de ERK em resposta a cada homogeneizac¢éo. (F) Dindmica de sinalizacdo de
ERK em células pulmonares normais em resposta aos tratamentos com TMZ e TRAM. (G-H) Variancias
de atividade de ERK em resposta aos tratamentos com TMZ e TRAM. Todos os grupos foram
fotografados a cada 10 minutos durante todos os tratamentos. TRAM/T, trametinib; TMZ, temozolomida;
S, soro fetal bovino. N = 1.

Para comparar os comportamentos de sinalizagdo de ERK com a linhagem
normal, células de MRCS5 foram tratadas 20nM de TRAM ou 100uM de TMZ, ambos
por 3 horas. Durante o tratamento inibitorio, € possivel notar a diminui¢éo da atividade
de ERK, enquanto durante a adicdo de TMZ a atividade se mantém constante (Fig.
4F). Na andlise dos niveis de variancia, a populacao de TMZ demonstra um aumento
de heterogeneidade ap0s o tratamento, enquanto o tratamento com TRAM gerou uma
reducao da variabilidade durante a acao do inibidor (Fig. 4G, 4H). Os picos de ativacao
de ERK ocorridos proximos a 3 horas em ambas linhagens se referem a troca do meio
de cultivo celular realizada tanto nos grupos tratados para a retirada do TMZ e TRAM,
guanto no grupo controle para padronizacéo das respostas (Fig. 4A, 4F).

Por fim, através dos tratamentos com TRAM antes da adicdo do TMZ, foi
possivel garantir que a populacdo tumoral inativa estava com sinalizacdo de ERK
homogénea durante o periodo de tratamento quimioterapico. Além disso, a
homogeneizagéo inativa pos-tratamento com TMZ também foi bem sucedida, uma vez

gue as células responderam ao efeito do TRAM e reduziram sua atividade e variancia
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de sinalizacdo de ERK (Fig. 4A, 4C). Ja as respostas de atividade de ERK da linhagem
normal se mostraram similares aos da linhagem tumoral durante o tratamento com
TMZ e TRAM (Fig. 4F). Contudo, o tratamento com TRAM ndo gerou uma resposta
homogénea de inibicdo para essa populacdo, uma vez que 0s niveis de variancia

permanecem altos (Fig. 4H).

3.2 RESPOSTAS DE SINALIZACAO DE ERK AO TRATAMENTO
QUIMIOTERAPICO

Para a verificacdo dos comportamentos de sinalizacdo de ERK nos dias
subsequentes ao tratamento quimioterapico com TMZ, as células foram mantidas no
aparelho Incucyte e acompanhadas por 10 dias, sendo fotografadas em momentos
especificos para a quantificacdo da atividade da ERK. A partir dos valores obtidos
durante esse periodo, foi calculado o coeficiente de variancia (CV) da atividade de
ERK, obtido através da razao entre o desvio padrdo e a média da populacdo em cada
tempo analisado, ou seja, corresponde a variabilidade dos dados em relacdo a média.
Dessa forma, quanto menor o CV, mais homogéneo é o conjunto de dados e, neste

caso, mais homogénea é a sinalizacdo de ERK na populacao.
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Figura 5. Coeficientes de variancia da sinalizagdo de ERK em resposta ao tratamento quimioterapico
em células de glioblastoma. (A) Controle. (B) Homogeneizagdo pré-tratamento ativa. (C)
Homogeneizacdo pré-tratamento inativa. (D) Homogeneizacdo pos-tratamento ativa. (E)
Homogeneizacao pos-tratamento inativa. Cada periodo analisado consiste em fotos a cada 10 minutos
durante 3 horas. As flechas indicam a ordem temporal dos resultados de CV atingidos. TMZ,

temozolomida; TRAM/T, trametinib; S, soro fetal bovino; Tto; tratamento; CV, coeficiente de variancia.

O grupo tumoral que passou pela homogeneizacdo pré-tratamento ativa
apresentou queda no CV durante o tratamento com TRAM, porém alguns pontos
dispersos apresentam maior média de atividade e CV, correspondendo ao periodo de
adicao de soro fetal bovino para a estimulacédo da via (Fig. 5B). Durante o tratamento
quimioterapico, essa populacdo atingiu um CV similar ao periodo de pré-tratamento,
tendo também um aumento nos dias subsequentes, mas permanecendo estavel entre
0 quinto e décimo dia (Fig. 5B). O grupo de homogeneizacao pré-tratamento inativa,
por outro lado, atingiu um CV bastante baixo durante o tratamento com TRAM,

demonstrando a homogeneizacdo da populacdo, que permaneceu estavel nesse
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fendtipo durante o tratamento com TMZ. Posteriormente, entre o terceiro e décimo dia
ap0s a quimioterapia, as células atingiram gradativamente maiores CVs, ficando,
portanto, mais heterogéneas em relacdo a atividade de ERK (Fig. 5C).

A respeito dos grupos de homogeneizacdo pos-tratamento, a populacdo ativa
apresentou uma homogeneizacao da sinalizacdo de ERK durante o tratamento com
TMZ, porém se torna mais heterogénea ao longo dos dias subsequentes, atingindo
uma estabilidade entre o quinto e décimo dia (Fig. 5D). Ja para o grupo inativo, pode-
se notar a diminuicdo do CV durante a adicdo do TMZ, seguido de uma
homogeneiza¢éo ainda maior durante o tratamento com TRAM, que reduziu também
a atividade média da via. Nos dias subsequentes, a populacdo sofreu gradativos
aumentos de heterogeneidade, com seu maximo no décimo dia pds-tratamento com
TMZ. (Fig. 5E).

A fins de comparacao, o CV da atividade de ERK da linhagem MRC5 também
foi observado. Nesse caso, o tratamento com TMZ ndo causou quedas no CV como
visto na linhagem tumoral, aqui a heterogeneidade se manteve constante ao estado
de pré-tratamento. JA& nos dias subsequentes, a populacdo se tornou mais
heterogénea, demonstrado pelo aumento do CV, um comportamento notado também
na linhagem tumoral (Fig. 6B). Ademais, quando tratada com TRAM, a linhagem
normal apresentou uma diminuicdo de sua atividade média, todavia seu nivel de CV
demonstrou um comportamento distinto ao verificado na linhagem tumoral. Aqui, o
nivel de heterogeneidade durante o TRAM foi muito maior, indicando que h& células

gue néo inativaram sua sinalizacédo de ERK (Fig. 6C).
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Figura 6. Coeficientes de variancia de sinalizacdo de ERK em resposta aos tratamentos na linhagem
MRCS5. (A) Controle. (B) Tratamento com 100uM de TMZ. (C) Tratamento com 20nM de TRAM. Cada
ponto no gréafico refere-se a média de atividade de ERK e o coeficiente de variancia de todas as células
da populacdo em um determinado tempo. Cada periodo analisado consiste em fotos a cada 10 minutos
durante 3 horas. No décimo dia apés o tratamento com TMZ todas as células estavam mortas. TMZ,

temozolomida; TRAM, trametinib; Tto, tratamento; CV, coeficiente de variancia.

3.3 DESFECHOS DE PROLIFERACAO CELULAR NO TRATAMENTO
QUIMIOTERAPICO

Para verificar a relacéo entre os fenotipos de sinalizacédo de ERK e os desfechos
de proliferacéo celular, a quantidade de células em cada populacao foi contada uma
vez ao dia ao longo de todo o experimento. Ao final, foi calculado o Cumulative
Population Doubling (CPD), que indica o nimero de vezes em que as células da
populacdo dobraram de tamanho desde o inicio do cultivo, refletindo assim os niveis
de proliferacédo e, indiretamente, de morte celular. Em geral, os resultados da linhagem
tumoral A172 foram bastante similares, ndo apresentando variagdes na proliferacéo

celular independente do tipo de homogeneizacao que a populacéo sofreu (Fig. 7).
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Figura 7. Cumulative Population Doubling (CPD) para os diferentes grupos a partir do tratamento com
TMZ e dias subsequentes, refletindo os niveis de proliferacdo. Homog., homogeneizac¢ao; Pré-tto, pré-
tratamento.

Ademais, o CPD foi calculado também para os desfechos da linhagem MRC5.
Um dado interessante demonstrado por essa avaliacdo é que o TRAM sozinho néo
possui efeito citotoxico sobre as células, uma vez que essa populagéo proliferou de
maneira muito similar ao controle (Fig. 8, linha vermelha). Contudo, o tratamento com
TMZ causou uma rapida resposta de morte celular, ndo restando células
sobreviventes ao final do décimo dia pés-tratamento (Fig. 8, linha azul). Portanto, nota-
se que o efeito do TMZ na proliferacdo celular varia entre uma linhagem tumoral e
normal. Para a populagdo MRC5, ndo restaram células sobreviventes ao final do
décimo dia pés tratamento, um comportamento muito diferente do verificado na
linhagem tumoral de glioblastoma, no qual algumas células resistem e estéo presentes

neste periodo.
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Figura 8. Cumulative Population Doubling (CPD) para as popula¢cfes da linhagem normal MRC5 a

partir do tratamento com TMZ e dias subsequentes, refletindo os niveis de prolifera¢éo celular. TMZ,

temozolomida; TRAM, trametinib.

3.4 EFEITOS DO RETRATAMENTO QUIMIOTERAPICO NA SINALIZACAO DE
ERK EM CELULAS DE GLIOBLASTOMA

Até o momento, a analise dos resultados mostrou comportamentos distintos de
sinalizacdo de ERK entre popula¢des celulares que foram homogeneizadas antes e
apos o tratamento com TMZ. Para aprofundar essas observacgées e, sabendo que na
clinica médica a quimioterapia realizada pelos pacientes ocorre em ciclos, as células
foram retratadas com TMZ dez dias apds o primeiro tratamento. Ademais, a populagéo
de homogeneizagéo pos-tratamento inativa agora foi subdividida em 2 grupos, sendo
gue um deles recebeu o retratamento apenas com TMZ enquanto 0 outro recebeu
mais uma vez ambos TMZ e TRAM. Para diferenciacdo, essas populacdes serao
chamadas homogeneizacdo poés-tratamento inativa (Rtto TMZ) e homogeneizacéo
pos-tratamento inativa (Rtto TMZ e TRAM) (Fig. 1). Da mesma forma, o coeficiente de
variancia foi observado até o quinto dia pos-retratamento, a fim de verificar como
seriam os comportamentos de sinalizacdo de ERK de cada populacdo em resposta a

um retratamento quimioterapico.
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Figura 9. Coeficiente de variancia de sinalizagcao de ERK ap6s o retratamento com TMZ. (A) Controle.

(B) Homogeneizacao pdés-tratamento ativa retratada com TMZ. (C) Homogeneizagao pré-tratamento

ativa retratada com TMZ. (C). Homogeneizacdo pré-tratamento inativa retratada com TMZ. (D)

Homogeneizagcdo pds-tratamento inativa retratada com TMZ. (E) Homogeneizagcdo pés-tratamento

inativa retratada com TMZ e TRAM. Cada ponto no gréfico refere-se a variancia de todas as células da

populagdo em um determinado tempo. Cada periodo analisado consiste em fotos a cada 10 minutos

durante 3 horas. Retto, retratamento; TMZ, temozolomida; TRAM, trametinib; CV, coeficiente de

variancia.
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Uma importante caracteristica observada foi que as reducdes do coeficiente de
variancia durante o tratamento com TMZ ocorreram apenas durante a primeira adicdo
da droga (Fig. 5). Agora, durante o retratamento, a sinalizagcédo de ERK de todas as
populacées se manteve estavel e muito similar & condicdo de pré-retratamento (Fig.
9). Nos dias subsequentes ao retratamento, a heterogeneidade de sinalizacdo de ERK
também permaneceu estavel para 0s grupos, com excecdo da populacdo de
homogeneizacdo poés-tratamento ativa, que continuou apresentando aumentos
gradativos de heterogeneidade até o ultimo dia.

O grupo de homogeneizacdo poés-tratamento inativa (Rtto TMZ e TRAM)
apresentou uma reducdo em seu CV em resposta a inibicio com TRAM,
demonstrando um fenétipo de sinalizacdo de ERK mais homogéneo (Fig. 9F). N&o
obstante, essa homogeneizagédo foi menos eficiente do que a registrada durante o
primeiro tratamento com TRAM (Fig. 5), demonstrando uma mudanca na sensibilidade
dessa populacédo ao efeito inibitério da atividade de ERK. Os dados de variancia para
esses grupos durante o retratamento ndo demonstraram alteragbes significativas.
Somente o grupo de homogeneizacédo pré-tratamento inativa e homogeneizagao pés-
tratamento ativa apresentaram aumentos de heterogeneidade no quinto dia apos o
retratamento com TMZ (Fig. 10A, 10B).
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Figura 10. Variancia de sinalizacdo de ERK entre células de glioblastoma em resposta ao retratamento
quimioterapico com TMZ. (A) Populacdo de homogeneizacao pré-tratamento ativa retratada com TMZ.
(B) Populagdo de homogeneizacao pés-tratamento ativa retratada com TMZ. Cada ponto no gréfico
refere-se a variancia de todas as células da populacdo em um determinado tempo. Cada periodo

analisado consiste em fotos a cada 10 minutos durante 3 horas. TMZ, temozolomida.

Para analisar os niveis de proliferacdo celular em resposta ao retratamento

quimioterapico, o CPD foi novamente calculado para as populacdes. Os
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comportamentos das populacdes se mantiveram semelhantes ao que ja havia
acontecido apds o primeiro tratamento, sem grandes diferencas entre um grupo e
outro, porém agora os niveis de proliferacdo atingiram valores ainda menores (Fig.
11).

Cumulative Population Doubling apos retratamento
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Figura 11. Cumulative Population Doubling (CPD) para os diferentes grupos a partir do retratamento
com TMZ e dias subsequentes, refletindo os niveis de proliferagdo das células de glioblastoma.

Homog., homogeneizacéo; Tto, tratamento; TMZ, temozolomida; TRAM, trametinib.

O estresse gerado pela exposicdo ao tratamento quimioterapico pode
desencadear o processo de senescéncia celular, no qual as células ficam incapazes
de proliferar e geram uma parada na progresséo do tumor (COLLADO, M; SERRANO,
M, 2010). Nesse sentido, as células de cada populacdo foram analisadas apds o
quinto dia de cada tratamento com TMZ através da ferramenta de Analise
Morfométrica Nuclear (do inglés Nuclear Morphometric Analysis, NMA), que identifica
a proporcao de células em senescéncia, apoptose ou com irregularidades nucleares
a partir da morfologia nuclear (FILIPPI-CHIELA, 2012).
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Figura 12. Analise Morfométrica Nuclear (NMA) para a identificacdo da propor¢cdo de células
senescentes nas populagBes de glioblastoma apés o tratamento (Tto) e retratamento (Retto)

quimioterapico com TMZ. Homog., homogeneizacéo.

Com base nos resultados, novamente nota-se que os tratamentos com TMZ
geram respostas muito similares entre os grupos, independente de teu estado de
homogeneiza¢do. Contudo, uma diferenca vista aqui € que a proporcao de células
senescentes, embora iguais entre 0s grupos, aumenta apds o retratamento com TMZ.
Sendo assim, no quinto dia apés o primeiro tratamento, a propocdo de células
senescentes é de cerca de 30-35%, enquanto que apds o retratamento essa
propor¢cao aumenta para 70% das células das populacées (Fig. 12).

Por fim, os resultados obtidos diferem-se da hip6tese estabelecida (Fig. 1). Nas
condi¢Oes testadas, a homogeneizacéao de sinalizacdo de ERK n&o parecem impactar
os desfechos das células tumorais de glioblastoma, as quais mantém sua proliferacao

muito similar independente da combinacao de tratamento que receberam (Fig. 13).
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Figura 13. Resultado obtido no trabalho, no qual se verificou um aumento da heterogeneidade de
sinalizacdo de ERK apéds a quimioterapia com TMZ e os niveis de proliferacdo se mantiveram similares

ao tratamento padrédo (Fig. 1A).

4. DISCUSSAO

Neste ano, Hanahan (2022) incluiu o desbloqueio de plasticidade fenotipica e a
reprogramacao epigenética nao mutacional as Marcas do Cancer (do inglés Hallmarks
of Cancer), um estudo que desde 2000 vem sendo alicerce para a compreensao do
cancer e suas principais caracteristicas. Referéncias como essa reforcam ainda mais
a importancia de um olhar minucioso sobre comportamentos de células tumorais e
suas variacoes e adaptacdes em meio a diversas condi¢cdes. Sendo assim, o presente
trabalho traz resultados que refletem a plasticidade de sinalizacdo de ERK em células
de glioblastoma quando tratadas com TMZ, e como perturbacbes nessa via sao
capazes de modular essas respostas. Além disso, demonstra também a capacidade
de reprogramacéao de sinalizagdo dessas células, que durante o primeiro tratamento
com TMZ sofrem uma homogeneizacdo na atividade da via, porém em um
retratamento permanecem estaveis em um nivel maior de heterogeneidade.

Em 2016, um estudo demonstrou que a fosforilagdo de ERK é diminuida em

células tumorais de glioma quando tratadas com TMZ, e que essa diminuicdo é

acentuada ao se utilizar inibidores da via da ERK e atenuada quando a via é
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estimulada (WANG, 2016). Nesse trabalho, foi demonstrado pela primeira vez que o
tratamento com TMZ também diminui a variabilidade de sinalizacdo de ERK em
células tumorais de glioblastoma, possivelmente através de reducbes em sua
atividade média. Além disso, inibir a atividade da via reforca ainda mais a
homogeneizac¢éo causada pelo TMZ, sendo o contrario também verdadeiro: estimular
avia da ERK atenua a acdo do TMZ, resultando em uma populacdo mais heterogénea
e ativa.

Ao comparar 0os comportamentos de sinalizagdo de ERK das células tumorais
de glioblastoma com uma linhagem celular normal, nota-se que a inibicdo e
homogeneizacdo da sinalizacdo de ERK gerada pelo TMZ ocorreu somente na
linhagem tumoral. Nesse sentido, essa resposta parece ser linhagem-dependente,
gerando mais impacto na atividade de ERK das células tumorais, enquanto que o
posterior aumento da heterogeneidade ocorre para ambas linhagens, possivelmente
em resposta ao dano de DNA causado pelo quimioterapico.

As homogeneizacdes do fenétipo de sinalizacdo de ERK apresentaram pouco
impacto na proliferacdo celular apos os tratamentos com TMZ, uma vez que 0s niveis
de todos os grupos testados permaneceram bastante similares durante todo o
experimento. Esse resultado pode estar relacionado com a metodologia do trabalho,
visto que o ambiente de cultivo in vitro 2D é pouco desafiador e possivelmente nédo
demanda modula¢cdes robustas nos comportamentos celulares (MARJANOVIC,
2020). Sendo assim, essa analise seria melhor desenvolvida em modelos in vivo, nos
qguais o ambiente proporciona uma maior geracao de comportamentos heterogéneos
(MARJANOVIC, 2020).

O estresse gerado pelo tratamento quimioterdpico pode desencadear
processos de senescéncia celular na populacéo tumoral, resultando em uma reducao
da progresséo do tumor (COLLADO, M; SERRANO, M, 2010). Aqui, constatamos o
aumento da proporgdo de células senescentes nas populacdes de glioblastoma, que
aumenta gradativamente conforme ocorre o tratamento com temozolomida, sendo de
30% durante o primeiro tratamento e aumentando para 70% ap0s o retratamento.
Esse resultado corrobora e se relaciona com a reducdo nos niveis de proliferacéo
celular indicadas através das andlises de CPD, que também se tornam mais
expressivas apos o retratamento com a droga.

A relacao entre o tratamento quimioterapico com TMZ e a via de sinalizacéo de

ERK impacta também a proliferacéo celular, possivelmente pela reducéo da atividade
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da via (WANG, 2016). Nos presentes resultados, foi observada a homogeneizacao da
atividade de ERK nas células em resposta ao tratamento com TMZ, e a velocidade de
proliferacdo celular se mantém positiva e constante ao longo dos dias. Ja durante o
retratamento, as células se mantiveram em niveis mais elevados de heterogeneidade
de sinalizacdo de ERK, e a proliferacao celular caiu mais rapidamente, atingindo niveis
negativos.

Ademais, o tratamento quimioterapico com TMZ gerou um gradativo aumento da
variabilidade de sinalizacdo de ERK até o décimo dia subsequente, indicando que a
populacdo tumoral se tornou mais heterogénea para esse fendtipo. Em geral, a
heterogeneidade intratumoral afeta parametros que impactam o progndstico e a
resposta terapéutica do cancer, contribuindo inclusive para o desenvolvimento de
resisténcia ao tratamento (BURRELL et al, 2013). Além disso, a plasticidade de vias
de sinalizacdo também corresponde a uma manifestacdo de heterogeneidade
temporal em resposta a uma pressao seletiva terapéutica (DAGOGO-JACK e SHAW,
2018). Ademais, essa plasticidade pode ainda permitir a adaptacdo do tumor em
microambientes desafiadores (MELCHOR et al, 2014). Por isso, controlar a geracao
de heterogeneidade na populacdo tumoral pode contribuir para melhores

compreensdes e repostas ao tratamento do cancer (LENZ et al, 2022).

5. CONCLUSAO

Em suma, conclui-se que as respostas da via de sinalizacdo de ERK ao
tratamento com TRAM séo mais robustas na linhagem tumoral de glioblastoma em
comparacao a uma linhagem normal. Além disso, as linhagens também apresentam
comportamentos de ERK distintos durante a adigcdo do quimioterapico TMZ, mas
ambas atingem maiores niveis de heterogeneidade nos dias subsequentes ao
tratamento. Além disso, a geracdo de uma populacdo de células tumorais com
sinalizacdo de ERK homogeneamente inativa foi alcangcada com o uso de TRAM,
porém um fendtipo homogéneo com sinalizacdo ativa de ERK néo foi atingido com
éxito através do uso de SFB. Por fim, observou-se a relagdo do TMZ com o
comportamento da via da ERK, que quando modulada pode atenuar ou reforcar os
efeitos do quimioterapico na homogeneizacgéo da sinalizacdo. Contudo, os diferentes

estados fenotipicos de sinalizacdo de ERK nao parecem gerar impactos no desfecho
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das células de glioblastoma, as quais apresentam niveis similares tanto de
proliferacdo quanto de células senescentes em sua populacédo, independente da

combinacao de TRAM e TMZ adicionada.

5.1 PERSPECTIVAS

Novas metodologias podem ser desenvolvidas a fim de aprofundar a analise e
compreensao acerca da homogeneizagdo do comportamento da sinalizacdo de ERK
e seus impactos no tratamento quimioterdpico de glioblastoma. Nesse sentido,
selecionar uma fracao celular com caracteristicas especificas pode revelar detalhes
importantes que passam desapercebidos quando se considera a populacdo geral. O
processo de homogeneizacdo pode ser realizado, por exemplo, em uma populacao
celular previamente condicionada a um estado de resisténcia ao quimioterapico TMZ,
visto que o tratamento padrdo ndo apresentara grande eficacia e alteracdes na
heterogeneidade podem causar um efeito mais expressivo devido ao ambiente
desafiador em que as células se encontram. Ademais, avaliagbes em uma cultura
celular 3D, como esferoides por exemplo, também podem criar um microambiente
com maiores interacbes e adversidades que instiguem comportamentos de
sobrevivéncia nas células.

Identificar as causas geradoras do aumento de heterogeneidade de sinalizacéo
de ERK observado apés o tratamento quimioterapico também pode contribuir para
novas perspectivas do trabalho. Buscar e reconhecer padroes de morte celular
relacionados com a sinalizacdo de ERK pode demonstrar se 0 aumento da
heterogeneidade ocorre devido a morte de células com sinalizagdes mais
homogéneas, por exemplo, ou se o aumento reflete uma tentativa das células de
ocupar um maior espaco fenotipico visando uma maior probabilidade de
sobrevivéncia. Nesses casos, a metodologia torna-se mais desafiadora, visto que é
necessario tracking de células unicas durante longos periodos de tempo, o que pode
ser inviabilizado pela fototoxicidade dos aparelhos utilizados. Por fim, outros
pardmetros celulares relacionados com a via de sinalizacdo de ERK podem ser
avaliados e comparados entre as populagdes, como morfologia e migracéo celular, a

fim de verificar possiveis alteracdes em resposta aos tratamentos realizados.
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