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“No folclore da ciéncia, costuma-se contar a historia do momento da descoberta: a aceleracdo do

pulso, a luminosidade espectral de fatos rotineiros, o segundo de excitagdo, de paralisagdo total, em que as
observagdes se cristalizam e formam padrées, como pegas de um caleidoscdpio. A magd cai da macieira. O
homem levanta-se da banheira; a escorregadia equagdo se equilibra. Mas hd outro momento de descoberta —
suag antitese — que raramente é registrado: a descoberta do fracasso. E um momento que o cientista costuma
enfrentar sozinho. A tomografia computadorizada de um paciente mostra o reaparecimento de um linfoma.

Uma célula, que foi morta por uma droga, comega a voltar”
“Se a “verdade” de cada cdncer estd impressa em seu comportamento, como capturar essa misteriosa
qualidade? Como podemos cientistas fazer a transigdo crucial entre simplesmente visualizar o cdncer e

conhecer seu potencial maligno, suas vulnerabilidades, seu padrdo de difusdo — seu futuro?

Siddhartha Mukherjee em O Imperador de Todos Os Males - Uma Biografia do Cdncer



RESUMO

Gliomas sdo tumores do sistema nervoso central caracterizados por alta invasibilidade e mortalidade.
Inimeros esforcos foram feitos nas Ultimas décadas para melhorar a sobrevida dos pacientes, porém
o ultimo marco no tratamento se deu pela implementacdo da temozolomida (TMZ) combinada a
ressecgao cirurgica e a radioterapia (RTX) em 2005. O projeto do atlas do genoma humano do cancer
(TCGA) sequenciou tumores de mais de 500 pacientes com diagndstico de glioblastoma (GBM) e
categorizou os tumores em quatro subtipos moleculares, baseados na expressao, mutagées e dele¢bes
de genes. Essas alteracOes genéticas ja foram correlacionadas a melhora na sobrevida e a sensibilidade
a terapia, porém, até o momento estudos prospectivos falham em direcionar o tratamento dos
pacientes baseados nas caracteristicas moleculares. Em busca de melhorar o entendimento sobre a
correlacdo entre a sensibilidade a terapia in vitro e caracteristicas genotipicas e fenotipicas, nds
realizamos culturas primarias de células derivadas de tumores do sistema nervoso central de 23
pacientes (24 biopsias diferentes). As células foram crescidas em DMEM/F12 suplementado com soro
fetal bovino e expostas aos tratamentos em doses e tempos semelhantes aos encontrados na clinica.
Foram realizadas analises de viabilidade celular sete dias apés o inicio do tratamento para 11 culturas
primarias, ou as culturas foram tratadas por cinco dias em combinacdo, ou ndo, com RTX (sem RTX: 16
culturas; com RTX: 9 culturas) seguidos de sete dias em meio livre de droga, ao fim dos quais as células
remanescentes foram contadas. A radioterapia e farmacos que agem sobre o citoesqueleto
(vincristina, vimblastina, paclitaxel e mebendazole) sozinhos foram os tratamentos mais eficientes em
reduzir a populagdo celular. Uma segunda rodada de tratamento com TMZ, paclitaxel e a combinagao
de procarbazina, CCNU e vincristina (PCV) sugere que a resisténcia ndo é estdvel, e sucessivas
exposicoes ao mesmo, ou a um farmaco diferente, podem ter seus efeitos somados na diminuicdo do
crescimento populacional ou na massa tumoral final. Ao administrar PCV e paclitaxel nas células em
cultura observamos um aumento nos niveis de autofagia que correlaciona com o declinio da
populagdo. Combinagbes desses farmacos com concentragdes plasmaticas de um bloqueador da
autofagia (cloroquina) ndo sdo capazes alterar o crescimento populacional. Resultados de andlises do
banco disponibilizado pelo TCGA mostram que alguns pacientes ndo apresentam aumento na
sobrevida apds tratamento com TMZ, e que essa falha no tratamento correlaciona com a baixa
expressao de alguns genes nos seus tumores, por exemplo, aqueles com baixa expressdo de FGFR3 e
AKT2. As culturas primarias e linhagens celulares com menor expressao desses genes foram sensiveis
in vitro a combinagao de TMZ com dois fdrmacos que agem sobre o citoesqueleto: vimblastina e
mebendazole (TVM). Essa associagdo retarda o crescimento de linhagens e culturas primarias
resistentes a TMZ, além de induzir parada no ciclo celular, senescéncia e aumento da expressdo de
Notch3. Devido a falha na terapia padrao, ao baixo custo e aos resultados promissores essa associa¢do

de TVM poderia ser testada em pacientes cujos tumores apresentam baixos niveis de AKT2 e FGFR3.



ABSTRACT

Gliomas are tumors of the central nervous system with high invasiveness and mortality. Efforts have
been done in last decades to improve patients overall survival, but the last treatment gain was given
by the introduction of temozolomide (TMZ) combined with surgical resection and radiotherapy (RTX),
in 2005. The cancer genome atlas (TCGA) consortion sequenced tumors from 500 patients with
glioblastoma diagnosis and clustered tumors into four molecular subtypes, based on gene expression,
mutations and deletions. Theses genetic alterations are associated with improved overal survival and
sensitivity to therapy, but up to date, prospective studies have failed to address patients’ treatment
based on molecular characteristics. In order to better understand the correlation among sensitivity in
vitro and genotypic and phenotypic characteristics, we performed patient-derived cell cultures of
central nervous system tumors from 23 patients (24 biopsies). Cells were grown in DMEM/F12
supplemented with fetal bovine serum and treated at doses and times similars to those administered
in patients. Cell viability analyses were performed seven days after start of treatment for 11 cultures
or cultures were treated for five days plus RTX (without RTX: in 16 cultures; with RTX: in 9 cultures)
followed by seven day in drug-free medium, at the end, the remaining amount of cells were counted.
RTX and drugs acting on cytoskeleton (vincristine, vinblastine, paclitaxel and mebendazole) alone were
the most efficient treatments to reduce the population. A second round of treatment with TMZ,
paclitaxel and the combination of procarbazine, CCNU and vincristine (PCV) suggests that the
resistance is not stable, and repeated exposures to the same, or to another drug, could have additional
effects in population or tumor mass reduction. PCV and paclitaxel treated cells showed an increase in
autophagy levels correlated with reduction in population. Combining these drugs with plasmatic
concentrations of an autophagy inhibitor (chloroquine) did not change population growth. Results
from TCGA databank showed that some patients did not benefit in overal survival after TMZ treatment
and this correlates with expression of some genes, for example, those harboring tumors with FGFR3
and AKT2 low expression. Patient-derived cultures and cell lines with low expression of these genes
were sensitive in vitro to the combination of TMZ with two drugs that act on cytoskeleton: vinblastine
and mebendazole (TVM). This association slowed the growth of patient-derived and cell lines tolerant
to TMZ, besides inducing cell cycle arrest, senescence and increased Notch3 expression. In the case of
failure of standard therapy, low cost and promising results, TVM association could be tested in patients
harboring FGFR3'"°"/AKT2"% tumors.
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1. INTRODUCAO

1.1.CAPITULO | — GLIOBLASTOMA MULTIFORME

O termo glioma compreende todos os tumores que apresentam na sua origem células gliais (do
grego “glue” = cola), incluindo astrocitoma de grau |, Il (astrocitoma propriamente dito), Ill (astrocitoma
anaplasico) e IV (glioblastoma multiforme ou GBM), oligodendrogliomas, ependimomas e gliomas mistos
(Velizetal., 2015). A Figura 1 representa a classificagcdo apds reformulagao da nova diretriz da Organizacao

Mundial de Saude (World Health Organization, WHO) para classificacdo desses tumores feita em 2016.

Figura 1 Classificagdo histoldgica dos gliomas. Adaptado de Perry, 2016
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A taxa de incidéncia anual, segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA) de tumores no sistema
nervoso central (SNC) no Brasil é de 5,5 novos casos para cada 100 mil homens e 4,7 novos casos para cada
100 mil mulheres (ISBN 978-85-7318-283-5). Gliomas representam o tipo histoldgico mais frequente (40 —

60%) dos tumores primarios nesta localizacdo, sendo mais comum em adultos. Entre 12 — 15% dos casos
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de tumores malignos intracraniais sdo diagnosticados como GBM, sendo esse grau o mais comum e
respondendo por mais da metade (50 — 60%) dos gliomas. Embora a incidéncia seja baixa, o progndstico é
pior que qualquer outro tumor do SNC, sendo que apenas 5% dos pacientes ultrapassam 5 anos de
sobrevida apds o diagndstico (Veliz et al., 2015).

A célula de origem para esses tumores ainda é contraditdria, algumas teorias postulam que células
tronco-tumorais e progenitores neurais podem sofrer eventos de transformacdo maligna e até mesmo
gue pode haver de-diferenciacdao de células maduras, como astrdécitos e oligodendrécitos, para dar origem
a esses tumores (Jiang et al., 2017). Normalmente GBM se iniciam de novo, embora 10% tenham uma
histéria clinica prévia de astrocitoma de menor grau, sendo esses denominados de GBM secunddrio; essa
classificacdo de primario ou secunddrio também apresenta relacdo com diferente expressdo génica e
sintomas (Van Meir et al., 2010).

Gliomas se caracterizam por serem tumores altamente proliferativos e invasivos, com
vascularizagdo abundante e aberrante que se mostram extremamente resistentes aos regimes tradicionais
de quimio e radioterapia tornando-os de dificil remoc¢do completa (Veliz et al., 2015). O diagndstico
histolégico é baseado principalmente em atipias nucleares e de atividade mitdtica. De acordo com a
definicdo histoldgica atual da WHO, os tumores com atipias citoldgicas isoladas (por exemplo astrocitomas
difusos) sdo considerados grau ll, aqueles que também apresentam anaplasias e atividade mitdtica (por
exemplo astrocitomas anaplasicos) sdo considerados de grau Il e os tumores que também apresenta
proliferacdo microvascular e/ou necrose sdo considerados de grau IV. Radiologicamente esse tumor
apresenta-se como uma massa com aumentos parciais de contraste devido a rupturas na barreira hemato-
encefalica e no grau IV observam-se areas de proliferacdo e/ou necrose (Van Meir et al., 2010). Extensivas
areas de calcificagdo sdo encontradas com mais frequéncia em tumores oligodendrogliais do que em
astrociticos (Perry e Wesseling, 2016). GBMs apresentam contornos irregulares e zonas periféricas com
forte contraste cercado por uma area escura, hipodensa e necrética e uma area sem aumento de contraste
que se estende para fora dessa drea de aumento de contraste (Van Meir et al., 2010). A ressonancia
magnética é atualmente o padrao ouro de imagem para avaliagdo radioldgica e muitas vezes é o substituto
para a macroscopia, especialmente em pequenas bidpsias (Perry e Wesseling, 2016).

Por muitas décadas o diagnéstico baseado na classificacdo histoldgica foi util o suficiente para
avaliagdo do progndstico e manejo da terapia, contudo é aceito atualmente que informagdes moleculares
permitem uma classificagdo mais robusta, tanto que a classificacdo da WHO de 2016 integra achados
histologicos e moleculares na defini¢do de gliomas (Louis et al., 2016). Até o momento ndo existe nenhum
farmaco aprovado para terapia personalizada desse tipo tumoral pelo FDA (Ene e Holland, 2015).
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1.1.1.Principais altera¢des genéticas

Gliomas podem ser considerados molecularmente como uma doenga heterogénea, pois
apresentam variagles tanto intra quanto intertumoral, além de apresentar continua modificacdo
molecular ao longo do tempo. Nenhuma Unica mutagdo explica sua a tumorigénese, sendo a diversidade
molecular uma das explicagdes para a resisténcia a terapia (Weathers e Gilbert, 2016).

A partir de 2016 a WHO passou a combinar a classificacdo molecular a histoldgica para melhor
classificar esses tumores, por exemplo, hoje existe a classificacdo GBM IDH selvagem ou GBM IDH mutado
(Perry e Wesseling, 2016).

O conhecimento a nivel molecular desses tumores se desenvolveu lentamente ao longo das
ultimas décadas. Em 1984 foram identificadas cdpias extra do cromossomo 7 nesse tipo tumoral, e mais
tarde mostrou-se que o oncogene mais importante dessa porcao era EGFR. Alguns anos depois, em 1989,
outras anadlises cariotipicas demonstraram a perda de heterozigosidade nos cromossomos 9, 10 e 17,
sendo que nesse Ultimo identificou-se um dos genes driver para as altera¢gdes cromossomais: TP53. Quatro
anos apds, demonstrou-se que a perda no cromossomo 9 continha a regido codificante CDKN2A para as

proteinas p16 e Arf, uma inibidora da progressdo do ciclo celular. Quase oito anos depois identificou-se
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Figura 2 Principais vias alteradas em GBM. Adaptado de Weathers e Gilbert, 2016.
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que o principal supressor tumoral deletado no cromossomo 10 era PTEN, um regulador negativo da via de
proliferagdo e sinalizagdo PI3K/Akt. A Gltima grande descoberta genética nesses tumores foi a presenca de
IDH1 e IDH2 mutados em tumores de baixo grau e GBM secundarios, sugerindo que esse gene além de
perder a capacidade de converter isocitrato em a-cetoglutarato, apds mutacao também poderia funcionar
como oncogene, por ativar vias do fator induzivel por hipdxia (HIF) e ganhar funcdo na conversdo de a-
cetoglutarato em 2-hidroxiglutarato (Van Meir et al., 2010). A Figura 2 ilustra as principais alteracoes
genéticas em GBMs em nivel de mutagdes, amplificacdes e delec¢des.

Nos ultimos anos, enormes esforcos para o entendimento molecular desses tumores foram feitos,
e GBM foi selecionado como um dos trés primeiros canceres a serem sequenciados pelo projeto do “Atlas
do Genoma do Cancer” (The Cancer Genome Atlas, TCGA) do Instituto Nacional de Saude (National
Institutes of Health’s, NIH) dos Estados Unidos, sendo hoje, um dos tumores com melhor entendimento a
nivel molecular. Esses esforcos resultaram na identificacdo de fatores moleculares de progndstico e de
vulnerabilidade, que podem ser alvo no desenvolvimento de novos tratamentos e no entendimento dos
fatores envolvidos com a gliomagénese (Weathers e Gilbert, 2016).

Os esforcos do projeto TCGA resultaram inicialmente em uma publicacdo sobre alteracOes
relevantes em trés vias de sinalizagdo centrais: p53, Retinoblastoma (Rb) e Receptores Tirosina Cinase
(RTK) (Cancer Genome Atlas Research, 2008) e esfor¢os subsequentes foram feitos para ligar essas
alteragOes a subtipos moleculares e epigenéticos. A classificagao inicial foi feita em quatro subtipos com
caracteristicas moleculares distintas: cldssico, mesenquimal, proneural e neural (Verhaak et al., 2010;
Brennan et al., 2013; Veliz et al., 2015). As diferentes alteracGes genéticas de cada subtipo estdo
associadas a diferentes respostas a terapia, foi demonstrado maior impacto do tratamento nos portadores
do tipo cldssico, visto que alteragdes em p53 sdo incomuns nesse grupo, enquanto o menor impacto
acontece nos tumores com caracteristica proneural. A variagdo na resposta de acordo com essa
classificacdo aponta para um futuro no qual diferentes abordagens terapéuticas deveriam ser baseadas
no subtipo prevalente (Ene e Holland, 2015; Weathers e Gilbert, 2016).

Embora tenha havido grandes reviravoltas sobre a relevancia dessa classificacdo e seu impacto no
tratamento na Ultima década, a maioria dos autores consultados ainda considera seu conhecimento
valido, portanto as principais alteracGes genéticas encontradas em cada subtipo estdo mostradas na Figura
3. Essa classificagdo, embora seja um dos grandes avangos para esse tipo de tumor, ndo pode ser vista
como divisdo absoluta e rigida, uma vez que mosaicismo e mudancas de classe ja foram observadas sob
influéncia do microambiente tumoral (Veliz et al., 2015). Os resultados encontrados por Patel e
colaboradores revelam que os subtipos moleculares sdo em parte estados de variagdo fenotipica;
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demonstram que in vivo os tumores apresentam um espectro de estados troncos e de diferenciagdo, ou
seja uma capacidade de proliferacdo variada além de expressao oscilante de marcadores de quiescéncia,
o que poderia confundir a quimioterapia baseada em alteracGes genéticas por esta ndo recapitular a
diversidade transcricional de tumores individuais. Ainda, demonstraram que um mesmo tumor varia a
ponto de que diferentes por¢des apresentam caracteristicas de diferentes subtipos (Patel et al., 2014) o
gue poderia explicar a resposta parcial seguida de resisténcia a quimioterapia.

Para fins praticos, uma vez que a classificacdo da WHO aponta que deve-se levar em consideragdo
algumas dessas alteracGes na hora de conceder o diagndstico, adotaremos nesta tese essa classificacdo
em subtipos e faremos um breve relato da fungdo de cada um dos genes cujas alteragdes ajudam a
categorizar nos subgrupos. A maioria desses genes ja foi associada com sobrevida ou mecanismo de
resisténcia a alguma quimioterapico, e alguns aparecem na Figura 2 e/ou na Figura 3.

Segundo essa categorizacdo, os GBMs majoritariamente cldssicos apresentam amplificacGes no
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Figura 3 Principais alteragées moleculares que permitem a classificagdo em subtipos. Adaptado de Van Meir,
2010. TIC: Tumor Initiating Cell, BCPC: Brain Cancer-Propagating Cells

cromossomo 7, dele¢do no cromossomo 10 e da porcdo 9p21.3, amplificacdo e mutacdo do gene que
codifica para EGFR, e dele¢do do l6cus de PTEN e CDKN2A. Além disso, apresentam aumentada expressao
de precursores neurais e marcadores de células-tronco (Nestina), e aumento em vias de sinalizagdo como
Notch (NOTCH3, JAG1 e LFNG) e Sonic hedgehog (SMO, GAS1 e GLI2). O subtipo mesenquimal apresenta
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um perfil de expressdo associado ao tecido mesenquimal e a angiogénese, com alta frequéncia de
mutacbes/delecdes que levam a inativacdo no gene que codifica para NF1, TP53 e PTEN, além de alta
expressdo dos genes CHI3L1/YKL40, MET, de marcadores astrociticos (CD44 e MERTK) e dos genes
envolvidos nas vias de sinalizacdo de TNF e NFkB. Essas alteracdes sugerem que pode ser sensivel a
guimioterapias mais agressivas com resposta potencializada com inibidores de Ras, PI3K e angiogénese.
Um subtipo apresenta-se similar ao tecido normal, onde n3ao foram observadas anormalidades
moleculares relevantes, apenas ativacdo de marcadores neuronais (NEFL, GABRA, SYT1 e SLC12A5),
sugerindo que deriva de células com um fenétipo bastante diferenciado, sendo denominado neural. A
classe mais estudada talvez seja a proneural, que apresenta perfil de expressdao semelhante ao visto no
desenvolvimento neuronal, incluindo altos niveis de expressdo de marcadores de oligodendrdcitos
(PDGFRA, OLIG2, TCF3 e NKX2-2) e de desenvolvimento proneural (SOX, DCX, DLL3, ASCL1 e TCF4) além
de ilhas CpG metiladas que conferem um fenétipo G-CIMP (metilagdes que inativam e silenciam regides
cromossomais, normalmente nos promotores de genes de reparo e de supressores tumorais, varidveis
entre os diferentes canceres, que alteram o metiloma (Hughes et al., 2013)). Geralmente esta associado a
mutacBes no gene que codifica para p53, PI3KCA/PIK3R1, IDH1 e 2, compartilhando assim marcas de
expressao de LGG e GBMs secundarios; amplificacdes do cromossomo 7 e perda do cromossomo 10,
embora significantes, sdo menos frequentes que no subtipo classico. Essas alteragbes fazem deste ultimo
subtipo o mais responsivo a inibidores de vias de sinalizagdo de HIF, PI3K e PDGFRA, e, de maneira geral,
os pacientes portadores de tumores com essa caracteristica ja possuem uma sobrevida média maior que
os portadores de tumores com caracteristicas majoritarias de outros subtipos (Van Meir et al., 2010;
Verhaak et al., 2010).

Apds o agrupamento feito por Verhaak, em 2010, o TCGA continuou coletando amostras e uma
nova publicacdo de 2013, com mais 342 amostras, atualizou alguns conhecimentos sobre a biologia desses
tumores. Nesse periodo houve melhora da plataforma para andlise de metilagGes e re-andlise de algumas
amostras anteriores. Uma clusterizacdo hierdrquica do perfil de metilagdo do DNA estratificou 396 casos
em seis classes, incluindo G-CIMP que é enriquecida no subtipo proneural (Brennan et al., 2013). Esse
estudo sugere uma divisao no subgrupo proneural, visto que uma parcela desses tumores porta mutagoes
em IDH1 e 2 condizentes com fendtipo G-CIMP e outro apresenta-se hipometilado, com predominancia
de IDH1 selvagem e amplificagdo de PDGFRA (Brennan et al, 2013). Essa classificagdo também
demonstrou que o aumento da sobrevida existente no subtipo proneural é conferido pelo status de G-
CIMP, uma vez que tanto nesse subtipo quanto no mesenquimal o fenétipo hipometilado apresenta-se
menos favoravel (Brennan et al., 2013)
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Muitas dessas alteragdes genéticas, além de marcadores para a divisdo em grupos, ja foram
associadas a falha na quimioterapia, através de uma série de mecanismos diversos, como mudancas na
ativacdo/inativacdo de metabdlitos, aumento de proteinas e/ou de atividade de enzimas de reparo,
alteracdo de alvos dos quimioterapicos (Page e Takimoto, 2008). Dentre essas podemos destacar algumas
mais estudadas e citadas na literatura: alta expressao de MDR1 e MGMT, mutagdes em receptores tirosina
cinase (como EGFR), alteragGes em p53, etc.

Receptores tirosina cinase (RTK) como EGFR, PDGFR, VEGFR e FGFR contribuem para o
crescimento através da ativacdo de vias de proliferacdo RAS/ERK ou PI3K/AKT. Pelo menos um RTK foi
encontrado alterado em 67% dos GBMs (Brennan et al., 2013). Entre os RTKs amplificagdes e mutacdes
em um deles, EGFR, parecem ser as anomalias mais frequentes, detectadas em 40 — 50% dos pacientes
(Figura 2), normalmente classificados no subtipo classico. Uma mutacdo especifica, denominada EGFR tipo
Il (ou EGFRVIII) é a mais frequente (~50% dos tumores com amplificagcdo neste gene) deixando a proteina
inapta a realizar a ligacdo e desencadear o sinal. Em GBM, diferente de tumores pulmonares, por exemplo,
inibidores de tirosina cinase parecem ser menos eficientes e uma versdo ndo mutada do receptor é
necessaria para o desfecho oncogénico de EGFRVvIII, envolvendo transativacdo de RTKs. A amplificagdo ou
mutacdo ativadora nesse receptor, combinada a perda de PTEN mantém a via PI3K superativa em
aproximadamente 90% dos GBMs promovendo o crescimento, sobrevivéncia (Veliz et al., 2015), invasao,
motilidade, angiogénese e inibicdo da apoptose (Van Meir et al., 2010). Essa proteina mutante tornou-se
um alvo atrativo para terapias por criar um epitopo especifico de tumores, porém, nem inibidores como
gefitinibe e erlotinibe, nem anticorpos monoclonais como cetuximabe provaram efetividade em aumentar
o tempo de sobrevida livre de progressao (PFS) em GBM (Van Meir et al., 2010).

VEGF é um RTK fundamental para angiogénese. Apds os dados do TCGA demonstrarem seu
aumento em gliomas, rapidamente um anticorpo monoclonal humanizado foi aprovado pelo FDA para uso
em GBM recorrente com base em taxas de resposta radioldgica e baixa toxicidade, o Bevacizumabe (Van
Meir et al., 2010). Seu uso e eficacia serdo discutidos com mais detalhes na secdo sobre novos
tratamentos.

Receptores de PDGF dos subtipos a e B e os ligantes A e B também sdo superexpressos em alguns
gliomas malignos, especialmente no subtipo proneural, criando sinalizagdes autécrinas e paracrinas que
promovem a proliferagdo celular. Essa amplificagdo esta associada a alteragdes em EGFR em 42% dos casos
(Brennan et al., 2013). Ja foram feitos estudos com um inibidor desse receptor, o mesilato de imatinibe,
demonstrando significante atividade in vitro e em modelos ortotépicos, mas inefetividade em gerar
resposta ou prolongar o PFS em estudos clinicos (Van Meir et al., 2010). A expressao forgcada desse gene,
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em cérebro de animais com delecdo do gene enddgeno, leva a formacdo de tumores que mimetizam
gliomas de baixo e alto grau, similares ao subtipo proneural (Ene e Holland, 2015).

Receptores de FGF tém papel fundamental na embriogénese desde a gastrulacdo até a
organogénese e diferentes tecidos expressam diferentes isoformas desse receptor (Holzmann et al., 2012).
Em aproximadamente 3% dos GBMs a porcao tirosina cinase do FGFR1 ou do FGFR3 pode estar fusionada
ao dominio codificante do transforming acidic coiled-coil do TACC1 ou TACC3 respectivamente. Essa
proteina quimérica possui atividade oncogénica quando introduzida em astrécitos e se localiza nos pélos
do fuso mitdtico, onde é constitutivamente ativada e capaz de induzir defeitos na segregacao
cromossomal. Os animais que possuem tumores com células iniciadoras portadoras dessa fusdo se
beneficiaram com o tratamento com inibidores de FGFR, indicando que o grupo de pacientes portadores
dessa mutacdo também pode ter maiores beneficios com essa terapia (Singh et al., 2012). Ha expressao
aumentada de FGFR3 nos subtipos classico e neural (Wang et al., 2016). Além dos gliomas, ja foi
demonstrado que na linhagem de adenoma de célon LT97 ha aumento da expressdo desse gene na forma
lllb dentro de uma subpopulagdo com maior capacidade proliferativa que também expressa CD44
(Holzmann et al., 2012). Em linhagens de rabdomiosarcoma FGFR3 ja foi identificado em células iniciadoras
do tumor (Tumor Initiating Cells, TICs), sendo que uma populagéo positiva para esse marcador pode ser
utilizada para a propagacdo seriada em animais, indicando que, além de ser um marcador, esse gene
também medeia vias de sinalizagdo para a manutencgdo do estado tronco e de proliferagdo (Hirotsu et al.,
2009). Nesse mesmo cancer, FGFR3 foi reportado sendo co-expresso com CD133, outro marcador de TIC,
sendo que a subpopulagao duplamente marcada, quando separada, possui a habilidade de formar col6nias
in vitro que sdo mais resistentes a quimioterapicos como a vincristina (Pressey et al., 2013).

CD133 é reconhecido como importante marcador para identificagdo de células tronco-tumorais.
Muitos estudos demonstram que células CD133+ sdo extremamente quimioresistentes e em células com
caracteristicas tronco de melanoma sua presenca foi associada a resisténcia ao taxol. Em linhagens de
glioma U251 e U87 a expressdo é muito baixa e em células U138 CD133+ ha aumento da expressdo de
genes de resisténcia a multiplas drogas, como ABCB1 e ABCC4 (Wang et al., 2015). Essa proteina é
codificada pelo gene prominina 1, localizado no cromossomo 4p15.32.

Em alguns casos, vias de sinalizacao intracelular aos RTKs podem estar constitutivamente ativadas,
tanto por mutagdes no receptor e nas proteinas alvo que levam a constante ativagdo, como ocorre para a
via de PI3K, quanto por perda ou inativagdo de reguladores negativos, como PTEN. Essa alteragao, embora
justifique a resisténcia aos inibidores de RTK, por si ndo é suficiente para induzir a formagao de tumores,
necessitando de outras altera¢Ges, como nas vias de Rb e p53, monitores diretos do ciclo celular (Van Meir
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et al., 2010). Quase 80% dos tumores portam alteracdes que afetam a via da Rb, seja diretamente com
delecdo/mutagdo em RB1, por amplificacdo de CDK4/6 ou por delecdo de CDKN2A (Brennan et al., 2013).

Um inibidor de RTK utilizado em estudo clinico, Foretinibe, também inibe a fosforilacdo de
receptores TAM (Tiro3, Axl e MerTK), especialmente MerTK, bloqueando a ativacdo downstream de AKT e
ERK em linhagens de GBM adulto e pediatrico. Esse bloqueio impede assim a sobrevivéncia, proliferacao,
migragao e invasdo de colageno in vitro do glioma. Em GBM ha co-expressdo de dois desses receptores
(Axl e MerTK), embora mutagGes ndo tenham sido relatadas (Knubel et al., 2014). MerTK é superexpresso
e potencialmente ativo em uma variedade de canceres, indicando que pode conferir uma vantagem ao
tumor. Em GBM sua expressdo correlaciona com a de Nestina (NES) e Sox2, indicando possivel relagdo
com o estado de indiferenciacdo, e seu silenciamento leva a apoptose e a autofagia, diminui a formacao
de col6nias, aumenta a quimiossensibilidade, altera a morfologia e diminui a migracdo (Cummings et al.,
2013)

A via de p53 estd desregulada em 85% dos tumores, através de mutagdes em TP53, amplificagdo
de MDM1/2/4 e/ou delecdo de CDKN2A. Alteracdes em TP53 sdo mutuamente excludentes de
amplificacGes na familia de MDM e CDKN2A. p53 ativa a transcricdao de p21, um bloqueador do ciclo na
fase G1 que se liga a familia de ciclinas D. A ligacdo ciclinas - cinases dependentes de ciclina regula a
entrada e progressdo no ciclo por induzir inativagao de Rb. A proteina Rb previne a entrada na fase S por
inativar a familia de fatores de transcri¢do E2F, criticos para o inicio da replicagdo. Embora p53 e Rb sejam
pecas centrais nessa maquinaria e mutagdes inevitavelmente gerem defeitos na via, alteragdes nas demais
proteinas citadas podem ter efeito indireto nesse desbalango (Van Meir et al., 2010).

A presenca de p21 tem sido utilizada para considerar a presenca de p53 selvagem ativa. De fato,
em células normais, p21 mantém fung¢des anti-proliferativas, mediando a senescéncia de maneira
dependente e independente de p53. Estudos mais recentes indicam que p21 também pode ser um fator
oncogénico em células sem p53 (Georgakilas et al., 2017).

Células de diversos tipos tumorais com senescéncia induzida por varios estimulos apresentam
aumento de Notch3, que é necessario para a inducdo da expressdo de p21 e concretizagdo do fendtipo
senescente, além disso, a diminuicdo na expressdo de qualquer uma dessas duas proteinas leva a
senescéncia na populacdo, enquanto que a restauracdo em células deficientes leva a diminuicdo na
proliferagdo celular (Cui et al., 2013). Em cancer de mama, a superexpressdo de Notch3 leva a uma parada
na fase GO/G1 com aumento de Cdh1 e acimulo de p27%? (Chen, C. F. et al., 2016). Juntos, esses estudos

sugerem que Notch3 correlaciona com a progressao no ciclo celular.
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O gene que codifica para NF1 esta deletado ou mutado em 10% dos casos, e essa alteragdo nunca
ocorre concomitante a mutagées em BRAF (2%) (Brennan et al., 2013). NF1 localiza-se no cromossomo
17q11.2 e codifica para a proteina neurofibromina, um supressor tumoral cuja fungao principal é regular
RAS mas também modula adenilato ciclase. Sua perda geralmente leva a uma atividade aumentada em
varias vias pro-tumorais, particularmente na via das MAPK. Recentes analises em larga escala identificaram
alteracdes somaticas desse gene em GBM, geralmente associadas ao subtipo mesenquimal, onde também
ha aumento de YKL40, CD44 e STAT3. Embora esse subtipo tenha um progndstico ruim, analises de
sobrevida ndo demonstram diferenca entre pacientes com e sem altera¢des nesse gene (Vizcaino et al.,
2015).

CD44 é uma glicoproteina transmembrana que funciona como receptor, codificada pelo gene
CD44 altamente conservado localizado no cromossomo 11p13. E utilizada como marcador de estado
tronco em muitas células normais e tumorais, sendo que sua expressdo ja foi associada com a
tronquicidade e a resisténcia ao tratamento em gliomas. Como marcador de células-tronco tumorais (CSC)
pode ser utilizado individualmente ou em combinacdo com CD24, CD133 e CD34 (Yan et al., 2015). A
interacdo entre CD44 e hialuronas ativa a expressdao de marcadores de tronquicidade, como Nanog, e
MDR1 mediada por Stat-3, podendo também levar a expressao de Bcl-2 e quimioresisténcia em cancer de
mama (Wang et al., 2015).

Fatores nucleares kB pertencem a uma familia de fatores de transcrigdo que respondem a sinais
extracelulares para regular uma gama de processos bioldgicos como sobrevivéncia e reposta imune e
inflamatdria. Essa familia inclui proteinas da via NF-kB como RelA/p65, RelB, c-Rel, NF-kB1 e NF-kB2. Uma
dessas proteinas, que estd aumentada no subtipo mesenquimal, é RelB e ja foi demonstrado in vitro que
sua perda atenua a sobrevivéncia, mobilidade e invasdo das células. Além disso, essa proteina aumenta a
expressao de outros genes marcadores do subtipo mesenquimal, como YKL-40, regula a expressdo de
Olig2, um marcador de CSC e candidato para marcador de célula de origem, e controla a transicdo epitélio-
mesenquimal. Dados do TCGA revela que a expressdo de RelB correlaciona com a progressdo tumoral e
baixas taxas de sobrevida (Lee et al., 2013).

O gene NEFL codifica para um tipo IV de filamento intermediario que forma heteropolimeros que
mantém o calibre neuronal e tem importante papel no transporte intracelular de neurotransmissores dos
axonios para os dendritos. Esse gene estd localizado no cromossomo 8p21 e é frequentemente alterado
em canceres. A diminuicdo da expressao devido ha hipermetilagdo ja foi associado a resisténcia a
quimioterapia baseada em platina e a reativa¢do leva a sensibilidade com envolvimento da via mTOR. Essa
proteina estd diminuida em linhagem de GBM humano U87 e U251. Além disso, a superexpressdo dessa
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proteina leva a diminuicdo da expressao de ALDH1, CD44, CKIT, KLF4, Nanog, NES e SOX2, enquanto o
silenciamento produz efeito oposto. A expressdo dessa proteina também leva a diminui¢do da proliferacao
e invasdo e ao aumento da sensibilidade das células de GBM a temozolomida (TMZ) por regular fatores de
resisténcia e de tronquicidade (Wang et al., 2015).

Outro gene altamente expresso no sistema nervoso central que pode ser utilizado como marcador
de células-tronco neuronais e tem sua expressdo alterada em GBM é Musashi-1 (MSI1). Sua alta expressao
estd associada a gliomas de alto grau, com potencial para ser usado como marcador de progndstico de
sobrevida. A diminuicdo da expressdao em células de cancer de célon promove a regressao do tumor e a
apoptose induzida por radiacdo. Em condicdes normais MSI1 ativa a via PI3K/AKT e leva a resisténcia a
terapia por bloguear apoptose via AKT/IL6 em glioma (Chen, H. Y. et al., 2016).

A cinase serina-treonina AKT, também chamada de proteina cinase B constitui um nodo central de
grande interesse na fisiologia normal e patoldgica. Sdo conhecidas trés isoformas (AKT1, AKT2, AKT3),
sendo AKT2 codificada por um gene localizado no cromossomo 19g13.2. Em gliomas humanos a ativacado
da via PI3K/AKT frequentemente esta associada a alteragdes (mutacdes e perda de heterozigosidade) em
PTEN ou com aumento de expressdo de EGFR. Nos gliomas pedidtricos de alto grau, a alta expressdo de p-
AKT esta associada com o pobre progndstico (Chautard et al., 2014). A diminuicdo da expressdo de AKT2
em linhagem U87 inibe a proliferagdo, induz apoptose e aumenta sensibilidade a teniposideo, e a
diminui¢do na linhagem U251 torna as células mais sensiveis a TMZ e a apoptose com aumento de caspase-
3 e diminuicdo de Bcl-2, MGMT e MRP1 (Cui et al., 2015).

Na selec¢do inicial de pacientes para o sequenciamento pelo TCGA, muta¢des em IDH1 apareceram
como infrequentes comparadas a outras publicagdes, apenas 6% dos pacientes apresentaram a mutagao
IDH1R#M enquanto nenhum apresentou a mutacdo R231G e apenas um apresentou a R132C; nenhum
paciente apresentou mutacdo em IDH2. Nessa coorte o padrdo de metilacdo de G-CIMP apareceu em
todos os casos com mutacdo de IDH1*%™ (Brennan et al., 2013). Com o avan¢o dos sequenciamentos,
melhora na técnica e aumento da amostra, ao final do projeto descobriu-se que essa mutacdo tem alta
frequéncia, especialmente nos tumores astrociticos e oligodendrogliais de grau Il e Il e GBM secundario e
acontece em estagios iniciais. Essa mutacdo estd associada com muitos parametros, alguns deles
clinicamente relevantes, incluindo idade ao diagndstico, combinacdo com delecdo 1p/19q e ATRX,
mutagcdo em TP53, hipermetilagdo do promotor de MGMT e sobrevida do paciente. Muta¢des em IDH1
estdo associadas a um progndstico favoravel em tumores de grau Il. Seu valor como marcador pode ser
inferido pelo rdpido desenvolvimento e comercializagdo de anticorpo especifico para a versdo mutada
IDHR32H para testes em secgBes de parafina. Embora a WHO defina como um teste fundamental na
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classificacdo desses tumores, ndo é feito de rotina na maioria dos hospitais e laboratdrios no nosso pais;
esse teste poderia ajudar no diagnéstico diferencial de oligodendrogliomas de baixo grau e anaplasicos
(Brandner e Von Deimling, 2015).

Outra descoberta importante nos tumores de baixo grau foi a co-delecdo dos bracos
cromossomais 1p e 19g que é consistente entre os casos de oligodendrogliomas cldssicos, ainda que
demorou-se uma década para entender o valor preditivo e de progndstico dessa alteracdo. Os testes,
embora possam ser considerados essenciais ainda ndao fazem parte da rotina, em parte por serem
laboriosos, mas também devido ao seu alto custo. Sabe-se que a resposta aos tratamentos de primeira
linha para esse tipo tumoral, PCV (combinagdo de procarbazina, lomustina (CCNU) e vincristina) e TMZ,
fortemente correlacionam com a dele¢do de 1p, enquanto que a resposta aos alquilantes de segunda linha
€ modesta mesmo em tumores com delecdo de 1p/19q. O valor no progndstico é relevante uma vez que
a co-delecdo esta associada a maior sobrevida e melhor resposta a terapia (sobrevida de 7 anos no grupo
com delegdo contra 2,8 anos no grupo sem perda) (Brandner e Von Deimling, 2015).

O gene que codifica para MGMT localiza-se no cromossomo 10g26 e codifica para uma proteina
de reparo de DNA capaz de reverter metila¢des da posicdo O° da guanina através de inativacdo suicida da
proteina, com isso minimiza mutacdes e erros de replicacdo. Estudos clinicos j& demonstraram que
pacientes cujo tumor tem o promotor de MGMT metilado, tornando-o inativo, tem maiores chances de
resposta frente a agentes alquilantes, pois nesses casos o tumor ndo é capaz de reparar os danos causados
pelos quimioterapicos, o que leva a morte citotdxica das células principalmente por apoptose e resulta em
maior tempo de progressao livre de doenca e sobrevida total (Weller et al., 2013). Alta atividade de MGMT
nas células tumorais leva a um fenétipo resistente pela atenuagdo do efeito terapéutico dos agentes
alquilantes, resultando em falha do tratamento (Hegi et al., 2005).

Em 2005 um estudo clinico com 206 pacientes comparou a eficiéncia de TMZ (um agente
alquilante descrito de maneira mais detalhada a frente) sozinha e combinada a radioterapia. Esse estudo
reportou uma sobrevida média dos pacientes, quando apresentavam metilacdo no promotor de MGMT e
eram tratados com a combinagdo, de 21,7 meses, contra apenas 15,3 meses quando esses pacientes eram
tratados apenas com radioterapia. Entre os pacientes que ndao apresentavam metilacdo no promotor de
MGMT a diferenca entre os grupos (tratado com TMZ sozinha ou combinada com radioterapia) foi menor
e nao significativa. Esse estudo foi um dos pioneiros a demonstrar que pacientes com o promotor de
MGMT metilado sdo capazes de se beneficiar do tratamento com TMZ (Hegi et al., 2005). Quando
metilagdes no promotor de MGMT foram comparadas com a resposta a terapia, esse status so foi capaz
de distinguir resposta no subtipo classico, e ndo nos demais (Brennan et al., 2013). Metila¢des em dois
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locais CpG especificos no promotor de MGMT sdo de grande relevancia para predizer a resposta a outros
alquilantes, como no regime terapéutico PCV (Wick et al., 2014).

A glicoproteina-P transmembrana pertence ao cassete de ligacdo ao ATP (ATP-binding cassete),
uma superfamilia de proteinas transportadoras de membrana, e é codificada por genes de 3 classes,
divididos de acordo com a sua homologia e papel no fenétipo de resisténcia a multiplas drogas (MDR),
sendo MDR1 o Unico gene humano envolvido na resisténcia (Santos e Paulo, 2013). A superexpressdo do
gene MDR1 é o mais notavel evento mediador de resisténcia a quimioterapicos. Essa proteina é uma
bomba dependente de energia que remove toxina e metabdlitos internos da célula. Tumores com alta
expressao de MDR1 sdo mais resistentes a agentes citotdxicos, principalmente se a expressdo antes da
guimioterapia ja for alta. Entre os agentes citotdxicos que estdo sob a resisténcia mediada por esse gene
incluem-se as antraciclinas, os alcaldides da vinca, os taxanos e os inibidores de topoisomerase (Page e

Takimoto, 2008).

1.1.2.Tratamento

Ao longo das décadas o tratamento de gliomas se desenvolveu centrado principalmente em
ressecgao cirurgica seguida por radioterapia, geralmente com associacdo de agentes quimioterdpicos.
Embora a radia¢do ionizante per si ndo tenha evoluido, a habilidade de focalizar o feixe e adapta-lo ao
contorno irregular do tumor, minimizando a dose em estruturas criticas proximas, melhorou
consideravelmente com técnicas de baixa intensidade ou guiadas por imagem, sendo esse o tratamento
com o maior impacto na sobrevida do paciente (Stieber e Mehta, 2007). Somado a resseccdo e a
radioterapia, quimioterdpicos de varias classes e mecanismos de a¢do foram testados e utilizados na
clinica para o tratamento desses tumores.

Agentes quimioterapicos podem atuar de diferentes maneiras no interior da célula, alguns
induzem efeitos citotdxicos durante fase especifica do ciclo celular. Antimetabdlitos como fluoroacil (5-
FU) e metotrexato sdo mais ativos contra a fase S do ciclo celular, enquanto alcaldides da vinca,
epipodofilotoxinas e taxanos sdo relativamente mais especificos para a fase M. Essas diferengas cinéticas
podem ser clinicamente relevantes na terapia de cancer, uma vez que agentes ndo especificos para o ciclo
celular, como os alquilantes e os derivados de platina geralmente tém curvas dose-resposta linear
(Malhotra e Perry, 2003). Em contraste, ha agentes especificos para o ciclo celular, que geralmente tem
um platé na curva dose-resposta, pois apenas a populacdo de células que estd passando por determinada

fase do ciclo celular no momento sera sensivel a citotoxicidade induzida pelo quimioterapico. Na clinica,
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esses Ultimos tém calendarios de tratamento especifico, pois a Unica maneira de aumentar o nimero de
células afetadas é aumentar o tempo de exposicdo, ja que o aumento da dose ndo surtira maiores efeitos
(Page e Takimoto, 2008) (Pazdur et al., 2008).

Apds administracdo do quimioterdpico a resposta pode ser categorizada entre resposta total,
parcial, minima e progressao. A primeira é alcancada quando hd o desaparecimento de todas as evidéncias
da doenca sem retorno por um intervalo especifico, geralmente considerado de quatro semanas. A
resposta parcial é obtida quando ha uma reducdo de pelo menos 50% na soma dos produtos de pelo
menos duas medidas dos maiores diametros da lesao e essa diminuigdo é mantida por pelo menos um
ciclo da quimioterapia sem aparecimento de nova doenca. A resposta minima é menor que a parcial, sendo
gue muitas vezes nem chega a ser reportada em estudos clinicos. Progressdo é quando ha crescimento da
doenca existente ou aparecimento de uma nova lesdo durante o curso do tratamento (Page e Takimoto,
2008).

Para o tratamento em tumores do SNC, a cirurgia ainda é a primeira e mais importante modalidade
e vem sendo combinada com radioterapia nas ultimas décadas. Diferentes agentes quimioterapicos
adjuvantes foram testados, como é o caso da carmustina (BCNU), um agente que foi aprovado pelo FDA
como primeira linha para tratamento desses tumores apds ensaios clinicos de fase lll demonstrarem
beneficios no aumento da sobrevida de 11,6 meses no grupo tratado apenas com ressecgao e radioterapia
para 13,9 meses no grupo com a implantagdo dos polimeros biodegraddaveis impregnados com o farmaco
no local da ressecgdo seguida por radioterapia (Westphal et al., 2003). Dois anos apds a publicagdo, dados
de um estudo de fase Ill com outro agente alquilante, TMZ, comprovaram aumento da sobrevida de 12
para 15 meses (Stupp et al., 2005). Pela forma de administragdo, somada aos menores efeitos colaterais,
a segunda droga tornou-se mais popular, constituindo a terapia padrdo para pacientes com GBM
juntamente com a ressecc¢do cirurgica e a radioterapia, seguidos por seis ciclos mensais de TMZ. Porém,

nao ha aporte na literatura comparando os dois regimes terapéuticos (BCNU e TMZ).

1.1.2.1.Nitrosuréias
Nitrosuréias sdo agentes alquilantes que atuam gerando liga¢des cruzadas do DNA. S3o altamente
lipossoluveis, o que propicia sua passagem pela barreira hemato-encefalica. Antes da introducdo da TMZ,
esses agentes, principalmente carmustina e lomustina, eram utilizados em combina¢do com a radioterapia

para a terapia padrao de gliomas. Ainda sdo utilizadas como segunda linha na terapia desses tumores e
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em bracgos controle de estudos clinicos de novos agentes. Administracdo de multiplos agentes com esse
mecanismo de acao ndo é melhor que o uso de um Unico agente (Carrillo e Munoz, 2012).

A carmustina, ou também chamada BCNU, é uma nitrosuréia, um agente quimicamente instavel,
gue se decompde rdpida e espontaneamente em dois metabdlitos com grande reatividade: cloroetil
diazohidréxido e isocianato. A natureza lipofilica das nitrosuréias facilita a passagem por membranas
celulares, permitindo a rapida penetracao na barreira hemato-encefdlica e seu uso para o tratamento de
uma variedade de tumores cerebrais (Page e Takimoto, 2008). A administracdo da carmustina é de
maneira intravenosa, na concentracdo de 150 — 200 mg/m? a cada 6 — 8 semanas. Uma tentativa de
contornar os efeitos colaterais sistémicos foi o desenvolvimento de pastilhas impregnadas com 3,85% de
BCNU colocados diretamente na cavidade deixada apds a remocdo cirdrgica do tumor, neste caso, o
cirurgido adiciona até 8 pastilhas (Page e Takimoto, 2008). Apesar da alta capacidade de ultrapassar a
barreira hemato-encefalica, sua efetividade clinica é limitada devido ao pequeno tempo de meia-vida
(aproximadamente 20 minutos), a pequena fracdo da dose sistemicamente administrada que chega ao
tumor em concentracdo efetiva e a toxicidade sistémica (Westphal et al., 2003).

Um estudo prospectivo feito entre 2005 e 2007 incluiu 22 pacientes com GBM recorrente, que
foram submetidos a cirurgia com implantacdo de wafer de carmustina e tiveram o status de metilacdo de
MGMT correlacionado com os melhores resultados. A PFS e as taxas de sobrevida total (OS) nos pacientes
com metilagdo foram 8,9 e 14,2 meses respectivamente, comparado com 2,7 e 9,2 no grupo de pacientes
sem metilagdo (Weller et al., 2013). Os beneficios clinicos e o perfil de seguranga dos wafers variam entre
tumor primdrio e recorrente, sendo que no segundo tipo a gliose pode evitar a difusdao da droga pelo
parénquima cerebral, diminuindo o acesso a populagdo residual de células tumorais ao farmaco (Westphal
et al., 2003).

Lomustina, também denominada CCNU, é um quimioterapico oral altamente lipofilico, insolivel
em agua, ndo-ionizavel, que permite sua passagem pela barreira hemato-encefalica para tratamento de
GBM. Quando combinada a terapia padrdo de TMZ pode funcionar como adjuvante aumentando a
sobrevida média (Carrillo e Munoz, 2012). Normalmente é administrada via oral a cada seis semanas na
concentracdo de 130 mg/m? ou com dose ajustada dependendo da combinacdo com outro quimioterapico

(Page e Takimoto, 2008).

28



1.1.2.2.Derivados da vinca

Alcaldides da vinca sdo anti-mitéticos e anti-microtubulos derivados principalmente da planta
Vinca rosea utilizados no tratamento de cancer. Sdo uma classe de drogas com citotoxicidade ciclo celular
especifica que inibem a habilidade da célula se dividir por agir sobre a tubulina, impedindo a polimerizagdo
dos microtubulos durante a fase M do ciclo celular (Pazdur et al., 2008).

Vincristina é administrada por via endovenosa semanalmente na dose de 0,4 — 1,4 mg/m?, sendo
a dose maxima total de 2 mg/semana e menor em casos de insuficiéncia hepatica (Page e Takimoto, 2008).

A vimblastina é administrada na dose de 4 — 12 mg/m? por via intravenosa a cada 1 — 2 semanas,
também sendo ajustada em casos de insuficiéncia hepatica (Page e Takimoto, 2008). Embora a penetragdo
na barreira hemato-encefdlica ndo seja grande, uma vez que a concentracdo no liquido cérebro-espinhal
1 hora apds a infusdo é de apenas 16% daquela encontrada no plasma, o clearance nesse compartimento
parece ser menor e a concentracdo apds 72 horas é 50% daquela encontrada no plasma. O pico relatado
¢ encontrado no plasma de um paciente 25 horas apods o inicio da infusdo na concentracdo de 5 ng/mL
(Stewart et al., 1983).

Vimblastina foi demonstrada em um estudo prospectivo de fase Il como boa alternativa para o
tratamento de glioma de baixo grau recorrente; nesse caso o tratamento semanal, além de barato
apresentou baixa toxicidade e pode ser administrado por periodos prolongados. Sendo a sobrevida apds
5 anos maior que 90%, com uma toxicidade controlavel e majoritariamente hematoldgica (Bouffet et al.,
2012).

Mecanismos de acao adicionais ja foram descritos para a vimblastina, como indugdo da transcri¢do

de p53 e p21WAFYCPL (Sato et al., 2007).

1.1.2.3.Temozolomida

Temozolomida (TMZ) é uma imidazotetrazinona alquilante do DNA rapidamente absorvida apds
administracdo por via oral e hidrolisada, em pH acima de 7, no seu intermediario ativo 3-metil-(triazen-1-
il)imidazol-4-carboxamida (MTIC), o qual é naturalmente degradado ao ion metilante diazénio e ao
metabdlito inativo 5-aminoimidazol-4-carboxamida (AIC) dentro das células. O principal efeito é a
producdo de adutos de DNA resultantes da transferéncia de grupos metil do ion metil diaz6nio para a
posicdo N7 da guanina (~70% dos adutos), para as posi¢cGes N1 e N3 da adenina e N3 da citosina (~25%
dos adutos), e para a posi¢cdo O° da guanina (~5% dos adutos). Todos os grupamentos metil transferidos
aos atomos de nitrogénio sdo rapidamente reconhecidos e reparados pelo mecanismo de reparo por

excisdo de base (BER), minimizando assim os efeitos citotdxicos de aproximadamente 95% das lesdes. Os
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efeitos citotdxicos gerados pelos adutos na posicdo 0° da guanina (0°-MeG) sdo reparados por outro
sistema, baseado na atividade da O8-metilguanina-DNA metiltransferase (MGMT). Se a atividade dessa
enzima for baixa ou inexistente 05-MeG é mantido e pareia erroneamente com a timina durante a
replicacdo do DNA. Esse mal pareamento, pode em ultimo caso, ser reconhecido e reparado pelo sistema
de reparo de mal pareamento (Mismatch Repair, MMR) na nova fita de DNA, gerando ciclos futeis de
reparo que podem levar a quebras na dupla fita e consequentemente a morte celular programada
(Programmed cell death, PCD). Sendo assim, a atividade da TMZ é dependente da baixa atividade de
MGMT e BER e atividade proficiente de MMR (Lee, 2016). Além disso, as células precisam passar pela fase
S do ciclo celular para que os adutos sejam incorporados e precisa ter correta sinalizacdo apoptética.

Um dos estudos clinicos mais importantes conduzidos e que marcou o uso desse quimioterapico
como padrdo ouro para o tratamento de GBM foi conduzido por Stupp e colaboradores em 2005. Esse
estudo randomizou 573 pacientes provenientes de 85 centros em dois grupos: um deles recebeu apenas
radioterapia fracionada em 2 Gy por dia, 5 dias por semana, por 6 semanas, totalizando 60 Gy; o outro
grupo recebeu, além da radioterapia, TMZ diaria na concentracdo de 75 mg/m? de superficie corporal
durante as 6 semanas de irradiacdo, e depois mais 6 ciclos de TMZ administrada por 5 dias com pausa de
23 dias sem administragdo (em um esquema denominado “5 on — 23 off”). Esse estudo clinico demonstrou
que adicionar o quimioterapico no tratamento aumenta a sobrevida de 12,1 meses para 14,6 e que a
sobrevida apds 2 anos no grupo tratado com quimio e radioterapia foi de 26,5% contra apenas 10,4% no
grupo tratado apenas com radioterapia (Stupp et al., 2005).

Diferentes ensaios clinicos de fase Il mostraram que a toxicidade de regimes de dose densa,
independente do cronograma, parece ser igualmente distribuida entre os graus 1 — 4, sendo maior que a
toxicidade encontrada no regime padrao 5 on-23 off, principalmente devido a linfocitopenia severa. Além
disso, estudos de fase Il mostraram que a linfocitopenia em geral acontece principalmente no regime 21
on-7 off (Weller et al., 2013).

Alguns estudos de fase | e Il testaram a eficacia e seguranca da combinacdo da TMZ com outros
farmacos tais como bevacizumabe, nitrosuréias, interferon, irinotecano, doxorrubicina peguilhada,
cisplatina, capecitabina e sorafenibe. De maneira geral, esses estudos falharam em demonstrar que a
combinac¢do é melhor que a TMZ ou bevacizumabe sozinhos (Weller et al., 2013).

O estudo clinico que demonstrou beneficios do uso da TMZ (Stupp et al., 2005) também coletou
dados sobre o status de metilagdo da regido promotora do gene MGMT (cuja fungdo ja foi descrita na
se¢do anterior, pagina 25) e na mesma edigdo do NEJM, demonstrou-se que a combinagdo de TMZ e
radioterapia tem efeito maximo no grupo de pacientes que apresentavam essa regido metilada (Hegi et

30



al., 2005). Esses resultados indicavam que a adi¢do de inibidores dessa enzima poderia beneficiar os
pacientes com maior expressdo, e consequente maior reparo, mas até o momento estudos clinicos

falharam em demonstrar essa relagdo (Warren et al., 2012).

1.1.2.4.Inibidores da topoisomerase

Inibidores da topoisomerase foram amplamente estudados por existir grande similaridade de
sequéncias entre topoisomerases de eucariotos e procariotos, sendo os achados importantes tanto no
ramo da microbiologia quanto da oncologia. Inibidores de topoisomerase eucaridtica 1B sdo divididos
entre campotencinas e ndo-campototencinas devido a sua primeira identificacdo. Campotencinas agem
como inibidores que previnem a re-ligacdo das fitas de DNA quebradas, estabilizando o complexo DNA-
enzima, levando a danos ao DNA e consequente inducdao de morte celular. Pertencem a essa classe
produtos naturais, extraidos da planta Camptotheca acuminata, e os derivados sintéticos irinotecano e
topotecano. Algumas caracteristicas limitam seu uso, como a insolubilidade em dgua e a tautomerizacao
para o estado carboxilado inativo em pH fisioldgico, além de formacdo de complexo de clivagem altamente
instaveis (Bansal et al., 2017).

Irinotecano (CPT-11) é administrado de maneira intravenosa na concentra¢do de 125 mg/m?
durante 90 minutos uma vez por semana por quatro semanas, com intervalo de duas semanas; ou na
concentracdo de 350 mg/m? a cada 21 dias (Page e Takimoto, 2008). E administrado como uma pré-droga
que é altamente metabolizada por enzimas carboxilesterases do figado ao metabdlito ativo 7-etil-
10hidroxicamptotencina (SN-38). Anticonvulsivantes, normalmente administrados concomitante no
tratamento de gliomas, diminuem a sua biodisponibilidade por competicdo do metabolismo hepatico
(Carrillo e Munoz, 2012). Estudo de fase Il ndo encontrou efeito aditivo quando utilizado como adjuvante
a TMZ (Quinn et al., 2009). Outro estudo de fase Il em combinag¢do com bevacizumabe apresentou um
tempo de PFS de 24 meses (Vredenburgh et al., 2007), mas a OS ndo foi maior do que com administracdo
de bevacizumabe sozinho (Friedman et al., 2009).

Existem ainda inibidores da topoisomerase Il, que sdo classificados como intercalantes (ex:
doxorubicina e mitoxantrona) e ndo intercalantes (ex: etoposideo e teniposideo). Antraciclinas como a
doxorubicina sdo inibidores potentes, contudo exibem atividade mielosupressora e cardiotoxicidade como
efeitos colaterais (Bansal et al., 2017).

O etoposideo inibe a topoisomerase do tipo Il, estabilizando o complexo DNA-enzima, impedindo

a re-ligacdo do DNA, agindo principalmente em TopolIB. E um farmaco que comecou a ser utilizado em
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estudos clinicos ainda na década de 70 e ja foi testado contra muitos tipos de cancer, incluindo pulmao,
mama, colorretal, hematolégicos, etc (Fulton et al., 1996). Entre a década de 90 e 2010 foi testado como
adjuvante nas terapias para gliomas, que confirmaram seguranca para esse uso quando administrado de
maneira metrononica (em baixas doses constantes), porém o aumento na sobrevida é o mesmo conferido
com bevacizumabe sozinho ou em combinac¢do com irinotecano e a toxicidade é maior, desencorajando

seu uso (Reardon et al., 2009).

1.1.2.5.0utros agentes alquilantes

Agentes alquilantes tem efeito citotdxico por formares ligagdes covalentes com os grupos amino,
carboxil, sulfidril e fosfato de moléculas bioldgicas importantes, principalmente no DNA, RNA e proteinas,
sendo o nitrogénio na posicao 7 da guanina no DNA particularmente suscetivel a alquilacdo. Esses agentes
dependem da proliferacdo celular para sua atividade, embora nao sejam especificos para nenhuma fase
do ciclo celular. A resisténcia a essa classe de agentes deve-se principalmente a eficiéncia da conjugacdo
com a glutationa ou por melhora nos mecanismos de reparo de dano ao DNA. Embora atuem por
diferentes mecanismos de acao, essa classe inclui nitrogénio mostarda, nitrosuréias, complexos derivados
de platina, etc (Page e Takimoto, 2008).

Agentes alquilantes platinantes como a cisplatina (CPPD) sdo formados por um complexo
inorganico contendo um metal pesado com atividade tipica de um agente alquilante ndo dependente da
fase do ciclo celular. Esse composto produz ligagGes cruzadas (cross-links) intra e entre fitas de DNA e
forma adutos que inibem a sintese de DNA, RNA e proteinas. CPPD é normalmente administrada via
intravenosa na concentracdo de 50 mg/m? (ou mais) a cada 3 semanas ou 20 mg/m? diariamente por 4 —
5 dias a cada 3 —4 semanas. Em todos os casos é importante que o paciente receba uma grande hidratacdo
antes e depois a quimioterapia (Page e Takimoto, 2008). Seu uso no tratamento de tumores cerebrais
decorre da habilidade de cruzar a barreira hemato-encefalica e ja foi amplamente testada como adjuvante
para outros agentes. Estudos de fase Il em combinagdo com BCNU e radioterapia mostram aumento da
sobrevida média dos pacientes, mas com toxicidade consideravel (Carrillo e Munoz, 2012).

Procarbazina (PCZ) é um agente alquilante ndo classico que pertence a familia da dacarbazina e
hexametilamina e contém um grupamento N-metil essencial para a sua atividade. Foi primeiramente
sintetizada no final dos anos 50 como inibidor de monoaminaoxidase e sé depois sua atividade anticancer
foi descrita. Ao longo dos anos ja foi utilizada para o tratamento de diversos canceres, incluindo linfoma

(Hodgkin, ndo-Hodgkin e nos primarios de SNC), tumores cerebrais, mieloma multiplo, melanoma maligno
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e carcinoma pulmonar (Armand et al., 2007). Como agente Unico é administrada na concentragdo de 4 —
6 mg/kg/dia via oral até a resposta maxima (Page e Takimoto, 2008). Em combinac¢do, pode ser
administrada juntamente com bleomicina, etoposideo, doxorrubicina, ciclofosfamida, vincristina e
prednisona no regime BEACOPP para tratamento de linfoma de Hodgkin ou juntamente com lomustina
(CCNU) e vincristina (VC) no regime PCV (PCZ+CCNU+VC) para o tratamento de gliomas (Armand et al.,
2007).

O mecanismo de a¢do da PCZ n3o é totalmente entendido mas sabe-se que interfere na sintese
de DNA, RNA e proteina, provavelmente por inibir a transmetilacdo dos grupos metila na metionina do t-
RNA, levando a perda da funcdo desse RNA e parada da sintese de proteina. Além disso, esse agente pode
sofrer auto-oxidacdo, gerando perdxido de hidrogénio que pode atacar os grupos sulfidril das proteinas
diretamente ligadas ao DNA na fase S e G2 do ciclo celular. A resisténcia ao farmaco provavelmente é
mediada pela atividade de MGMT e deficiéncia de MSH2 (Armand et al., 2007).

O tratamento combinado entre PCZ, CCNU e VC (PCV) foi, e ainda é, utilizado para o tratamento
de astrocitoma anaplasico. Alguns estudos demonstraram, nas Ultimas décadas, que o regime de
tratamento PCV ndo tem grandes efeitos em aumentar a sobrevida do paciente, principalmente quando
comparado com os novos regimes adotados, portanto esse regime se tornou uma tendéncia no

tratamento de tumores recorrentes, em especial para gliomas de menor grau (Armand et al., 2007).

1.1.2.6.0utros agentes anti-microtubulos

Paclitaxel (PTX) é um derivado semissintético com um novo anel de taxano. Diferente dos
alcaldides da vinca, os taxanos promovem a montagem e estabilidade dos microtubulos, bloqueando o
ciclo celular na mitose. O PTX é administrado por via intravenosa na concentracdo de 135 — 175 mg/m?,
sendo que o tempo de infusdo pode demorar entre 3 — 96 horas, a cada trés semanas. Também pode ser
administrado na concentracdo de 80 mg/m? toda semana (Page e Takimoto, 2008). A resisténcia aos
taxanos normalmente esta ligada a superexpressao de Blll-tubulina em alguns canceres epiteliais. Essa
isoforma é expressa particularmente por células do SNC e sua expressdao em outros tecidos ja foi associada
a um fenétipo aberrante, mais agressivo e clinicamente nao favoravel. Em gliomas (incluindo astrocitomas
difusos e oligodendrogliomas) a expressdo de Blll-tubulina é aumentada nos tumores de maior grau

(Katsetos et al., 2011).
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1.1.3.Novas abordagens terapéuticas

Terapias alvo-dirigidas, como por exemplo feita com anticorpos monoclonais, tem se popularizado
nos ultimos anos para diversos tipos de cancer, gerando um amplo espectro de resultados contra
diferentes alvos (Dutoit et al., 2016). Para GBM, um grande numero de estudos concentra-se na
administracdo de bevacizumabe, um anticorpo monoclonal humanizado anti-fator de crescimento
endotelial vascular (anti-VEGF), que age sobre a angiogénese. Quando combinado com TMZ em pacientes
recém diagnosticados, ou seja, como primeira linha de tratamento, ndo foi capaz de aumentar a sobrevida
total dos pacientes; a melhora conferida no tempo de PFS ndo atingiu os niveis desejados e resultou em
alguns efeitos colaterais (Gilbert et al., 2014).

Além dos anticorpos monoclonais, outras abordagens visam atacar o sistema imune, seja pela
exposicao de células dendriticas a multiplos sinais ou pela utilizacdo de uma vacina anti-EGFRvIII. Essa
ultima abordagem, denominada Rindopepimute, foi demonstrada satisfatéria no estudo ACTIVATE de fase
Il combinada a TMZ (ACTIVATE Il), com uma sobrevida de 21,8 meses (Choi et al., 2009). O estudo de fase
Il com Rindopepimute foi descontinuado em marco de 2016 apds a segunda andlise parcial demonstrar
falha em aumento da sobrevida comparado ao padrdo (20,1 vs 20 meses) (Elsamadicy et al., 2017).

Outra estratégia imunoldgica para o tratamento é a utilizagdo de um anticorpo que inibe o
receptor de morte programada 1 de célula T (PD-1) ou o seu ligante (PD-L1), dentro do tumor, essa ligacdo
induz um escape imunolégico, tendo um papel critico sua iniciagcdo e desenvolvimento (Xue et al., 2017).
O inibidor de PD-1 (pembrolizumabe) ja levou a respostas satisfatérias em pacientes com melanoma
avancado, cancer de pulmao de ndo pequenas células e carcinoma renal (Polivka et al., 2017). Em gliomas,

um estudo clinico foi iniciado em 2014, mas ainda ndo apresenta resultados parciais (NCT02017717).

1.1.3.1.Mebendazole

Bizimidazol é uma classe de moléculas que compreende agentes parasitarios como albendazol e
mebendazol (MBZ). Esses dois ja foram descritos também com atividade anti-tumoral, uma vez que seu
mecanismo de ac¢do consiste em bloqueio da formacdo da cadeia de tubulina. MBZ faz parte de uma lista
de farmacos que vem sendo repropostos nos Ultimos anos com agdo sinérgica com outros e capacidade

de ultrapassar a barreira hemato-encefalica (Pantziarka et al., 2014).
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Normalmente é administrado por via oral em comprimidos mastigaveis na dose de 100 — 200
mg/dia por trés dias para tratamento agudo de parasitoses, mas que podem ser ingeridos por longos
periodos (3 a 6 meses) em concentracdes de 40 — 50 mg/kg/dia, como no caso do tratamento de
equinococose cistica. Apenas cerca de 20% da dose oral atinge a circulagcao sistémica, e quando compara-
se administracdo aguda com crénica a concentracdo plasmatica pode dobrar ou triplicar na dltima forma.
Em pacientes em tratamento para hidatidose, uma Unica ingestdo (das 4 administracdes diarias) é capaz
de gerar um pico plasmatico de 0,47 uM. De maneira geral, mesmo em longas administracdes, é bem
tolerado e com poucas reacbes adversas, que quando acontecem sdo pontuais em alguns pacientes
(Pantziarka et al., 2014).

Em 2002 ja foi demonstrado que MBZ induz apoptose de maneira dose e tempo dependente em
linhagens de células de pulmao, apds parada em G2-M, sem efeito em células normais (HUVEC e
fibroblastos WI38). Os mesmos autores confirmaram que esse fdrmaco é capaz de inibir o crescimento de
carcinomas de mama, ovdrio e célon e osteosarcomas. Em todos os experimentos, o IC50 utilizado foi
inferior a concentracdo plasmatica maxima (Mukhopadhyay et al., 2002). Em linhagens de cancer de
pulmao, induz parada em mitose, seguida de apoptose, através de ativacdo de caspase e liberacdo de
citocromo ¢, além de aumentar a despolimerizacdo da tubulina (Sasaki et al.,, 2002). Um estudo em
melanomas mostrou que células de melanoma, mas ndao melandcitos, entram em apoptose apds esse
bloqueio, sugerindo que, nesse tipo celular, mecanismos de reparo ao dano estdo envolvidos
principalmente via fosforilagdo e inativagdo de Bcl-2 (um mediador chave de dano a microtubulo)
(Doudican et al., 2008) e diminui¢cdo de XIAP (Doudican et al., 2013) in vitro e in vivo.

A descoberta do efeito anti-tumoral de MBZ em GBM aconteceu em partes devido ao acaso em
2011. Apods sucessivas falhas no estabelecimento de tumores em coldnias de animais tratados para
infeccGes parasitarias com fenbendazole, Bai e colaboradores testaram os efeitos de uma gama de
benzimidazoles in vitro contra linhagens de GBM; MBZ e albendazol (ABZ) apresentaram os melhores
resultados entre eles. MBZ foi utilizado para ensaios in vivo e foi demonstrado um aumento de sobrevida
em dois modelos animais testados (gliomas singénicos, com GL261, e xenograficos ortotdpicos, utilizando
linhagem de GBM humano com neuroesferas semelhantes a células-tronco) (Bai et al., 2011).

Atualmente existem trés estudos clinicos de fase | registrados para o tratamento de tumores do
sistema nervoso central com esse farmaco: dois deles em combina¢do com TMZ, sendo um para tratar
GBM (NCT01729260) e outro para tumores cerebrais pediatricos recorrentes/progressivos

(NCT02644291); e um em combinagdo com vincristina, carboplatina, irinotecano e bevacizumabe que
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inclui gliomas de alto e de baixo grau (NCT01837862). Até o momento nenhum deles apresentava

resultados parciais (ClinicalTrials.gov foi acessado em abril de 2017)

1.1.4.Tratamentos de segunda linha/recorréncia

Apds o tratamento de primeira linha, muitos pacientes apresentam recorréncia em 7 — 10 meses
do inicio da terapia. Nesse momento, além da ressecgao cirdrgica, que pode ser considerada para reduzir
os efeitos do volume intracranial e permitir uma nova triagem histolégica/molecular, terapias de resgate
administradas incluem bevacizumabe, TMZ e outros agentes alquilantes, tais como nitrosuréias e

carboplatina.

1.1.4.1.Anticorpos monoclonais

A imunoterapia foi recentemente incorporada na pratica clinica: em 2011 com a aprovac¢do do
ipilimumab para melanoma metastatico. Para gliomas, a imunoterapia apresentou-se promissora mas
falhou em gerar resultados compardveis a outros tumores, sendo que EGFRvIIlI tem sido considerado o
alvo ideal, com bons resultados em estudos de fase Il, mas requer resultados de fase Il (Veliz et al., 2015).

Embora o estudo clinico que incluia bevacizumabe como terapia de primeira linha tenha falhado
(Gilbert et al., 2014), diversos paises ja aprovaram seu uso na recorréncia, uma vez que nestes casos
estudos de fase Il mostraram melhora dos sintomas e resposta radioldgica de 30% com aumento no PFS e
na sobrevida total (Kreisl et al., 2009; Veliz et al., 2015). Uma meta-analise revisando artigos até agosto de
2016 reportou resultados de oito estudos clinicos randomizados controlados, com mais de dois mil
pacientes, sendo que a média do tempo de progressao livre de doenga foi maior nos grupos tratados com
bevacizumabe do que na terapia padrao, sem diferengas significativas na sobrevida total. Nesses
pacientes, a taxa de sobrevida 6 meses apds o diagndstico é maior no grupo tratado com bevacizumabe,
mas a taxa aos 36 meses é maior na terapia padrao (Li et al., 2016).

Um resumo das concentragdes plasmaticas dos farmacos discutidos até o momento e que foram
utilizados para gerar os resultados apresentados nesse trabalho estd apresentado na tabela 1. Essa tabela
também apresenta o peso molecular, a abreviacado nesse trabalho, o nome comercial, estrutura molecular,
alvo terapéutico, concentragdo plasmatica atingida em pacientes reportada na literatura e concentracdes

utilizadas para esse trabalho in vitro.
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Tabela 1: Quimioterdpicos com uso em GBM utilizados para tratamentos in vitro nessa tese

o . Concen-
Principio ativo Férmula Concentracao
Alvo terapéutico tracOes
. guimica plasmatica
Nome comercial utilizadas
Carmustina 27 ng/mL 4 horas apds
y o 5e10 ug/mL=
(214,05 g/mol) implantacdo dos waffers
Alquilante de DNA C'\/“NJLH/\/C' 23,36 e 46,73
oM (Bota et al., 2007), 1 — 10
BCNU, Becenun UM
pg/ml (Garattini e Shore)
Cisplatina 1,5 pg/ml ((Riva et al.,
25 pg/mL =
(300,05 g/mol) - Agente alquilante 2000; Urien et al., 2005))
8,33 uM e 5,0
CPPD independente do Pt(NH3)20|2 até 4 ug/ml ((Siegel-Lakhai
ug/mL = 16,66
ciclo cellular et al., 2005) (Watanabe et
Platinil UM
al., 2003))
Etoposideo Inibidor da

(588,56 g/mol) - ETO

topoisomerase |l

O och,
-
Q
S Re ™
[e)

7 - 10,5 pg/mL (Kiya et al.,

10 e 30 ug/mL

dependente da = 17 e 50,97
Vepesid, Evoposdo, L 1992)) =11,89-17,84 uM
passagem  pela e UM
Eposido
fase G2-S
Irinotecano 0,18 pg/mL = 0,29 uM
(623,14 g/mol) - (Chen et al., 2012); 2,1
0,15 e 15
IRINO Inibidor de i pg/mL = 3,37 uM (Horita y
- pg/mL=0,24e
topoisomerase ¢ et al., 2010); 1,47 pg/mL =
Evoterin, Biotecan, 2,4 uM
2,36 UM (Younis et al.,
Camptosar
2009)
Lomustina 9 pug/ml =38,5 uM (Lee et y
Alquilante de 0,9 e 9 ug/mL
(233,70 g/mol) H EO al., 1985) ou 1- 2 pg/ml =
DNA, também O/ g ~"ql = 3,85 e 38,5
o] 4,28 — 8,56 UM (Kastrissios
CCNU, Citostal gera crosslink UM
etal., 1996)
Mebendazole Agente anti- 17,5 a 500 ng/mL, sendo a /
0,5 pg/mL e 5
(295,29 g/mol) - microtubulo . I} média 69,5 - se for
MBZ . (J Ty oone . . . ug/mL = 16,93
(impede a H cronico 137,4 (Braithwaite
uM
Mebendazol polimerizagdo) etal., 1982)
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Paclitaxel

(853,91 g/mol) — PTX

2,17 - 3,65 pg/mL = 2,54 —

4,28 uM apds infusao

Agente anti- g, 3% intravenosa de 135 - 175
microtubulo C’DT;:, ‘f‘l-‘:‘ mg/m? (CID = 44155032);
. N NP
ool . I (estabiliza e o, L/ J liquor = 45,5 — 162 pg/mL 0,1 €1 uM
axol, arvexol, | 4 %
Chemiplac, Evotaxel impede a ;’5 apds administragdo de
’ despolimerizagdo) \ e semanal de 60 mg/m? (=
190 pM) (Gelderblom et
al., 2003)
Procarbazina Agente alquilante 540 ng/ ml (He et al.,
(257,76 g/mol) —PCZ  especifico para a P jN‘iH;H 2004)= 2,1 uM; 692 ng/mL
. ch.N,N\/«E_’j H oo ) _ 0,38e3,8uM
fase S do ciclo b (Preiss et al., 2006)= 2,7
Indicab, Neozine
cellular UM
Alouilant § 0,10 - 13,99 pg/mL no
) quilante e
Temozolomida DNA. - plasma e 0,16 -1,93 no
(19415 g/mol) - : metilagdo na 5 )
) I cn liquor (Ostermann et al.,
posicdo N7 da 7N N-CHe 30, 50 e 100
T™Z ' 0 4 Nl/AN,,N 2004); 13,9 pg/mL (Brada "
guanina, a i
g ina e/ou OF HaN"Ty et al., 1999) = 70,56 uM
adenosina e/ou
apdés administracdo de
Temodal da guanina
200 mg/m?, t = 1,8 horas
Anti-microtubulo
Vimblastina (909,05 i . oo B 2,3 ng/mL apds 5 horas do
que se liga ao fuso 5o
g/mol) — VBL 2 (Y O(‘jL z inicio da infusdo, podendo
mitotico levandoa % z5 F}O °
Y 5 \ z.; chegar a 5,0 ng/mL 25 0,55 uM = 0,5
cristalizagdo”, 1VENE LB ) o
g » 2 on o horas apd6s o inicio da ug/mL
parada no ciclo e ¢ =
Velban, Vinatin . ‘-ZIOD infusdo (Stewart et al.,
morte, especifico Vi Y
P \j * 1983)
da metafase
. Anti-microtubulo
Vincristina
(923,04 g/mol) = VC com 0 mesmo 40,5 ng/ml = 43,88 nM
,04 g/mol) —
mecanismo da mas rapidamente diminui 50 e 100

Oncovin, Vincrisan

vimblastina mas
também com
efeito imunossu-
pressor

para 5 ng/ml = 5,42 nM
(Groninger et al., 2005)

ng/mL = 54,17

e 108,34 nM
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1.1.5.Farmacogendmica

FarmacogenOmica é uma area que se apresenta promissora, uma vez que biomarcadores
genéticos mostram sucesso como preditores de resposta a droga e de reagdes adversas. Esses marcadores
podem ser utilizados na clinica para a escolha do farmaco de acordo com a gendmica do paciente e/ou do
tumor, levando a otimizagdo da dose e do quimioterapico (Agundez et al., 2014). A informacdo gerada por
esse tipo de andlise pode ser usada na pratica clinica de diversas maneiras. A mais conservativa visa
estratificar populacbes de pacientes em grupos que devem ou ndo receber determinado farmaco. Um
passo além disso seria utilizar essas informacdes como biomarcadores de resposta clinica, com ajuste de
dose dependente dos resultados gen6micos, monitoramento da resposta a terapia e vigilancia da evolucao
clinica do paciente. Um terceiro passo seria utilizar essa abordagem como substituta para o
monitoramento da evolugdo do paciente, porém alguns autores sugerem que esse passo seria quase
surreal (Agundez et al., 2014).

Quando os testes de farmacogendmica sdo incorporados a rotina deve-se ter em mente que os
testes genotipicos sdo um substituto de um status metabdlico ou de uma resposta clinica de um
determinado individuo, com uma determinada droga, a uma determinada dose, em uma situacdo
particular e que muitas outras varidveis podem influenciar o efeito no paciente, como relagdes de
genodtipo-fendtipo, gene-concentragdo e gene-dose. Deve-se atentar também para a variabilidade étnica,
uma vez que testes genotipicos nem sempre estdo disponiveis para todas as populagdes humanas.
Incertezas da correlagao in vivo x in vitro também derivam do fato da ocorréncia de processos de indugao
e inibicao, que podem modificar a atividade independente do gendtipo. Além disso, o fendtipo pode ser
alterado por outros fatores, incluindo condi¢des ambientais, progressao da doenga, terapia concomitante
com outros farmacos, etc (Agundez et al., 2014).

Na ultima década, estudos conduzidos por Geeleher e colaboradores encontraram um modelo de
predicdo de sensibilidade a farmacos baseado no sequenciamento do genoma completo, onde a expressao
de cada gene contribui pelo menos em parte para a predi¢do final. Segundo resultados desse grupo, a
expressdo génica pode substituir a medida de outros fendtipos que sdo diretamente relevantes para a
sensibilidade e capturar tanto aspectos da linhagem parental quanto variagGes especificas do tumor

(Geeleher et al., 2014).
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1.1.6.Resisténcia a terapia

A rapidez com que as células cancerosas se tornam resistentes é surpreendente. Utilizando
amostras provenientes de um estudo clinico, um grupo demonstrou que ha uma consideravel diferenca
entre as células obtidas antes e depois de quatro ciclos da quimioterapia, refutando a hipdtese de que a
resisténcia acontece devido ao crescimento de um clone mutado. Nesse experimento foi mostrado que a
guimiosensibilidade é governada pela expressao relativa de mecanismos de sensibilidade e resisténcia,
determinados tanto pela genética quanto por fatores ambientais dos tumores. Inicialmente alguns
tumores se apresentam sensiveis ao tratamento, mas uma vez que essas células sdo eliminadas, as
remanescentes podem crescer de maneira a ndo responder a uma variedade de drogas. Essa resisténcia
extrema pode entdo ser explicada tanto por mutacGes quanto por alteracdes de expressdo (ndo

mutacional e ndo genético) (Cree e Charlton, 2017).

1.1.6.1.Mecanismos moleculares de resisténcia

A rdpida resisténcia adquirida por células tumorais a quimioterapia tem sido um dos maiores
empecilhos para o sucesso das terapias anticancer. Estudos buscando bases moleculares para tal
revelaram indmeros mecanismos envolvidos, tais como efluxo de farmaco, aquisicdo de mutantes
deficientes do alvo para ligacdo da droga, ou mudanca para vias de sobrevivéncia alternativas. Além disso,
estudos sugerem que a resisténcia pode ser independente de mutagdes e/ou epigenética, principalmente
nos casos em que uma pequena popula¢do, denominada inicialmente como células tronco-tumorais (CSC)
e mais recentemente como células tumorais tolerantes a droga, apresenta caracteristicas importantes de
resisténcia, tais como aumento de proteinas envolvidas no efluxo de drogas (Sharma et al., 2010).

Nos tumores, muitas dessas alteracGes genéticas sao silenciosas e ndo funcionais, sem papel
significativo na resposta a terapia, outras sdo geradas por mutag¢des driver, em genes como HER2, EGFR,
PIK3CA e andlises recentes revelam a coexisténcia de diferentes subclones geneticamente distintos. Essas
observagdes tém implicagbes na prescri¢cao de terapias baseadas na tipagem molecular, baseada em uma
pequena amostra, indicando a necessidade de uma compreensdo maior do perfil oncogénico de eventos
driver em todo o tumor (Rybinski e Yun, 2016). A coexisténcia de diversos subclones pode estar ligada a
entrada das células em um estado persistente de tolerdncia a droga no qual ha pouco ou nenhum
crescimento populacional inicial e apds algum tempo (semanas a meses) uma fracdo resistente ganha a
habilidade de crescer mesmo na presenca do farmaco e ddo origem a uma progénie que é tdo sensivel a

exposicdo quanto os ancestrais (Sharma et al., 2010).
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Embora nem toda resisténcia esteja associada a mutagoes, vale ressaltar que os GBMs recorrentes
a partir de LGG apds o tratamento com agentes alquilantes, como a TMZ, apresentam os niveis de carga
mutacional associada a subclonalidade mais elevados, mas com poucos clones. Nesse caso a quantidade
de mutagdes subclonais pode ser diretamente ligada as mutacdes induzidas pela terapia através da
deficiéncia na maquinaria de reparo por mal pareamento (Mcgranahan e Swanton, 2017).

1.1.1.1.Mecanismos celulares de resisténcia

A resisténcia a terapia é o maior desafio para melhorar o progndstico do paciente uma vez que
tratamentos anticancer sdo capazes de eliminar a maioria das células tumorais normais, mas encontram
dificuldade contra CSC. Essa populacdo tronco apresenta algumas caracteristicas celulares que a diferencia
do restante da massa tumoral e, com pequena variacdao de denominacgao entre os autores, provou-se que
esta associada a recorréncia apds o tratamento (Osuka e Van Meir, 2017). A literatura cita alguns principais
mecanismos celulares que auxiliam essa evasao, como heterogeneidade, aumento de bombas de efluxo
de droga, aumento de reparo no DNA, apoptose e autofagia anormais, além disso pode ocorrer reducao
de ativacdo de pro-drogas ou aumento da inativagdo (Pan et al., 2016; Lei et al., 2017). Um dos motivos
para se acreditar em mecanismos ndo-mutacionais que justificam a resisténcia encontra-se no fato de que
o retratamento é capaz de eliminar uma quantidade significativa de células remanescentes da primeira
rodada, como ja foi demonstrado em cancer de pulmado de ndo-pequenas células (NSCLC) tratados com
inibidores de EGFR (Sharma et al., 2010).

CSC apresentam aumento de transportadores ABC, que sdo proteinas de transporte de membrana
que bombeiam agentes quimioterdpicos para fora da célula. Esse mecanismo de expulsdo de drogas
superativo permite a distingdo e isolamento dessas células por citometria de fluxo; uma vez que CSC
expulsam melhor os corantes que outras células, elas ndo sdo marcadas, aparecendo nos graficos em uma
regidao denominada “Side population”. Caso a droga invada a célula, ultrapassando o mecanismo de
resisténcia anterior, enzimas intracelulares que inativam farmacos entram em agdo, gerando uma segunda
frente de resisténcia. Nas CSC pode ocorrer tanto a diminuicdo de enzimas que transformariam a proé-
droga em droga, quanto aumento das enzimas que transformam o farmaco no seu metabdlito inativo
(zhao, 2016).

Quando a droga ja entrou na célula e causou lesdo, um mecanismo que pode entrar em acdo é a
autofagia. Esse pode levar a destruicdo de componentes citoplasmaticos menos importantes, em resposta
a pressdo mecanica, terapéutica ou de metabdlitos, promovendo a sobrevivéncia da célula. Alguns estudos
mostram que inibidores da via de autofagia, como a cloroquina, podem sensibilizar as células a

guimioterapia (Yan et al., 2016; Zhao, 2016).
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As células que tiveram todos os seus mecanismos de defesa e resisténcia abordados até agora
burlados por algum quimioterapico, podem evitar os danos causados durante a replicacdo entrando em
um estado de dorméncia ou quiescéncia. Uma vez que a maioria dos quimioterapicos, e a radioterapia,
tem como alvo células em rdpida proliferacao, a auséncia da passagem pela fase S pode evitar a acdo de
agentes alquilantes, por exemplo, com isso a quantidade de dano ao DNA, que poderia levar a PCD, sera
menor, mesmo que o aumento nas vias de reparo também exista como um mecanismo adicional em
algumas células, especialmente nas CSCs. Estimular a rdpida proliferacao e inibir vias de reparo pode
ajudar a sensibilizar essas células aos quimioterdpicos visto que células com o DNA lesado geralmente
entram em apoptose. Esse mecanismo de PCD elimina células doentes, envelhecidas ou indesejaveis,
contudo, em células tumorais hd um desbalango nessa via de sinalizagdo, que é mais evidente em CSCs.
Em resposta a terapia, CSCs podem aumentar sua sinalizacdo pro-sobrevida ou anti-apoptdtica e diminuir
a sinalizagdo pré-apoptdtica, resistindo ao tratamento (Zhao, 2016).

A transicdo epitélio-mesenquimal (EMT) também pode ser vista como um mecanismo do qual as
células tumorais fazem uso para evadir as terapias convencionais. Nesse escape ha modificacdo de
marcadores epiteliais, como E-caderinas e PB-cateteninas, para marcadores mesenquimais, como
vimentina e fibronectina, acionados por varios tipos de fatores de transcricdo induzidos por EMT, como
Snail, Twist, e KLF8. As células que passam por essa transformagao sdo mais aptas a se dissociar do tumor
principal, capazes de migrar, invadir matrizes de membrana basal e envelopes vasculares e cair na
circulagdo sanguinea para gerar metastases a distancia. Recentemente essa alteragdo foi ligada as CSCs
(zhao, 2016).

Embora a autofagia tenha sido relatada acima como um mecanismo de resisténcia das células
tumorais ao tratamento, sabe-se que esse processo celular tem papel duplo, e se acontecer em excesso
pode levar as células a morte. Como supressora tumoral, a autofagia pode proteger da acumulacdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e proteinas ou organelas danificadas, mantendo a homeostase celular.
Porém, uma vez que as mutagdes driver ja aconteceram e o tumor estiver se estabelecendo, esse mesmo
mecanismo pode protegé-lo de estresse externo e facilitar a sua sobrevivéncia (Filippi-Chiela et al., 2013;
Vessoni et al., 2013). Por exemplo, ha inibicdlo de mTORC1 e Ulkl que resultam na ativagdo da via
autofagica no periodo hipdxico que antecede a angiogénese. Esse mecanismo também tem papel proé-
tumoral participando do efeito Warburg e ajudando o desenvolvimento de metdstases por bloquear a
morte celular por anoikis. Durante o processo de autofagia, constituintes citoplasmaticos sdo englobados
por uma dupla membrana formando o autofagossomo, esse se funde com o lisossomo dando origem ao
autolisossomo, o conteddo enclausurado é degradado por proteases lisossomais, principalmente
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catepsinas. Algumas proteinas tém papel central nesse mecanismo e por isso sdo consideradas indicadores
do fluxo autofagico, como a proteina associada a microtubulos de cadeia leve 3 (Microtubule-associated
proteins (MAPs) 1A/1B light chain 3 (LC3)) e a proteina ligadora de ubiquitina p62 (sequestrossomo 1,
p62). LC3-I é lipidada por ATG4 e covalentemente conjugada a membrana externa do autofagossomo
tornando-se LC3-Il, seu acimulo representa autofagia inicial. Ja p62 direciona agregados de proteinas
poliubiquitinadas para o autofagossomo por se ligar a LC3-l, ambas sdo degradadas conforme o processo
acontece. Isso significa que diminui¢cOes de p62 indicam estdgios tardios da autofagia, enquanto que
aumentos indicam inibicdo e consequente interferéncia na proliferacao por interferéncia com a via NF-kB
ou aumento de ROS. Um exemplo de inibidor dessa via é a cloroquina, um fdrmaco antimalarico, que
previne a maturacao do autofagossomo e inibe a degradacao lisossomal (Bischof et al., 2017). Um estudo
clinico de fase Il para avaliar sua eficacia em gliomas, combinada a TMZ e RTX, demonstrou uma sobrevida
média de 15,6 meses nos pacientes que receberam também hidroxicloroquina e tiveram a autofagia
inibida, porém a dose maxima demonstrou neutropenia e trombocitopenia de grau 3 e 4, enquanto a dose

de 600 mg/m? nio foi capaz de aumentar a sobrevida (Rosenfeld et al., 2014).

1.2.CAPITULO Il — ENSAIOS DE PREDICAO A RESPOSTA IN VITRO

1.2.1.Histdria da terapia personalizada em cancer

Tumores humanos sdo sistemas complexos formados por multiplas classes de células malignas,
além de células normais, estroma e linfécitos. Mesmo tumores classificados na mesma classe histolégica
tem grandes diferengas individuais em relagdo a espectro de resposta a farmacos (Hoffman, 1993). Além
disso, sabe-se que esses tumores apresentam diferengas moleculares e de comportamento bioldgico, e
que essas alteragdes acontecem tanto entre diferentes pacientes quanto em diferentes areas do tumor
de um mesmo paciente (Volm e Efferth, 2015).

A quimioterapia de tumores malignos atualmente baseia-se apenas em resultados de estudos
prospectivos, randomizados, duplo cego de fase Il e seus correspondentes protocolos clinicos (guidelines),
ou seja, em andlises de probabilidade de sucesso de determinada escolha. Esse tipo de conduta nao leva
em consideragdo a resposta individual de paciente baseado na heterogeneidade dos tumores (Volm e
Efferth, 2015). Além disso, o modelo atual de escolha de quimioterapia ndo leva em consideragdo que o
paciente pode ser submetido a um agente que além de ndo Ihe causar nenhum beneficio, ainda pode

trazer efeitos colaterais (Von Hoff et al., 1990).
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Segundo alguns autores, a quimioterapia para cancer ainda trata diferentes doengcas com os
mesmos medicamentos, o que explica a falha em muitos pacientes. Para esses autores apenas a terapia
baseada na individualidade de cada doenca em cada paciente poderia ser resultar no tratamento
adequado. Além disso, seria imprescindivel saber quais drogas funcionariam apropriadamente quando
administradas a um determinado paciente. Apenas com esse conhecimento o oncologista poderia utilizar
das suas habilidades para receitar o melhor regime apesar dos efeitos colaterais (Ene e Holland, 2015;
Perry e Wesseling, 2016; Weathers e Gilbert, 2016).

Aideia de que oncologistas poderiam aplicar testes in vitro para determinar o melhor tratamento,
semelhante ao feito por microbiologistas, ja é descrita na literatura hd mais de 50 anos e relatos de
tentativas de desenvolvimento de sistemas de predicdo in vitro se estendem até a década de 40 (Cline,
1969). Eagle chama a aten¢do em ja em 1956 sobre a importancia da correta escolha dos meios de cultura:
gue devem manter o mesmo aporte do tecido de vitaminas, sais minerais, glicose, aminoacidos e fatores
de crescimento; e dos fdrmacos: cuja ativacdo e inativacdo do metabdlito in vitro e in vivo devem ser
semelhantes (Eagle e Foley, 1956).

Ao longo dos anos, diferentes tipos de teste foram utilizados para predicao da resposta individual
in vitro. Revisando a literatura, desde artigos anteriores a 1980 (Von Hoff e Weisenthal, 1980; Von Hoff,
1990) até 2015 (Volm e Efferth, 2015), podemos observar que ha um consenso quanto a capacidade de
predi¢do de resisténcia ao tratamento, mas nao de sensibilidade. Ou seja, testes in vitro conseguem prever
quais farmacos nao funcionardo em determinado tumor, mas ainda falham em apontar qual seria a melhor
terapia entre todas disponiveis (Cree, 2013).

Nas primeiras décadas houve um grande foco em ensaio clonogénicos e diferentes protocolos
foram desenvolvidos e melhorados em varios laboratérios. Porém, até a década de 90, quase 50 anos
depois do inicio, mesmo com todas as melhoras, a relutancia dos oncologistas em aceitar esse tipo de
abordagem ainda era grande (Cramer e Woltering, 1991).

Em 2004 a ASCO publicou um artigo sistematico contemplando a revisdo de 1139 resumos
publicados entre 1966 e janeiro de 2004, dos quais, apenas 12 artigos se encaixavam em todos os padroes
de ensaios de quimiosensibilidade e quimioresisténcia in vitro (CRSA). Naquele momento, a ASCO ndo
recomendou o uso desse tipo de ensaios para influenciar a conduta do tratamento dos pacientes.
Outrossim, recomendou que o oncologista deveria basear-se em resultados de estudos clinicos, status de
salde do paciente, e outras preferéncias para a conduta de tratamento (Schrag et al., 2004). A revisdo
contemplou sete tipos diferentes de ensaio que serdo descritos de maneira mais detalhada a frente, a
citar: HTCA (Human Tumor Cloning Assay) CCS (Capillary Cloning System), DiSC (Differential Staining

44



Toxicity), MTT (Methyl Thiazolyl-diphenyl-Tetrazolium bromide), ATP (Adenosine Triphosphate
bioluminescence), EDR (Extreme Drug Resistance Assay), SRCA (Subrenal Capsule Assay). Esse artigo gerou
intenso debate na literatura, com varios artigos de revisdao contestando essa recomendacao.

Nessa mesma edicao do Journal of Clinical Oncology, Samson e colaboradores publicaram uma
revisdo sistematica da literatura utilizando 11 artigos cientificos que contemplavam os mesmos sete
diferentes ensaios in vitro citados acima. Nesta revisdo encontraram uma alta taxa de resposta nas terapias
guiadas por testes in vitro, mas atribuem essa diferenca a vieses experimentais e reiteram o fato de que
ndo ha evidéncias suficientes para dizer se essa abordagem é melhor do que a administracdo padrao da
guimioterapia, outrossim, sugerem que sejam feitos mais ensaios clinicos randomizados (Samson et al.,
2004)

Em 2011 houve a publicagdo de uma nova revisdo da literatura feita pela ASCO, contemplando 21
artigos que utilizaram CRSA entre dezembro de 2003 e maio de 2010 (Burstein et al., 2011). Neste segundo
momento a revisdo da literatura também ndo conseguiu identificar, entre os estudos, evidéncias
suficientes para suportar o uso de CRSA na pratica clinica e a ASCO continua a ndo recomendar seu uso
para a escolha da terapia pelo oncologista, mantendo a posi¢cdo do guideline publicado em 2004.

Em 2015, Volm e colaboradores publicaram uma revisdao, sumarizando os resultados da literatura
de predicdo in vitro de milhares de pacientes e seus resultados in vivo, confirmando que é mais facil
predizer resisténcia a quimioterapia do que sensibilidade, em outra palavras, Volm mostrou que os testes
de sensibilidade in vitro sdao bons para predizer quais quimioterapicos ndo devem ser administrados ao
paciente, mas ainda sdo falhos em decidir qual deve ser administrado para garantir total regressao do
tumor (Volm e Efferth, 2015), refor¢ando o que ja era dito nas décadas anteriores (Cline, 1969; Von Hoff,

1990).

1.2.2.Ensaios de sensibilidade in vitro

Testes de predicdo a sensibilidade in vitro ndo sdo novos na literatura e ha registros de
experimentos na década de 40 e 50 que tentaram correlacionar os efeitos de antineoplasicos em sistemas
in vitro com a atividade antitumoral in vivo (Von Hoff e Weisenthal, 1980). Porém, uma ampla variacdo de
sensibilidade ao mesmo quimioterapico, considerando tumores com similaridade histoldgica, ja era
reportada na antes da década de 80 (Dendy, 1980).

Desde a década de 60 sabe-se que o sucesso dos ensaios de predi¢do in vitro dependem de

condi¢cbes minimas nas quais: as drogas devem ser administradas na sua forma ativa ou o sistema deve
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ser capaz de converté-la na sua forma ativa; o metabolismo das células malignas in vitro e in vivo deve ser
semelhante; deve-se manter a droga por tempo suficiente para que o mecanismo de acdo da droga se
manifeste; também deve-se ter cuidado para que a amostra utilizada seja representativa do tumor, o que
em amostras de tumores liquidos ndo é um problema tdo grande quanto em tumores sélidos (Cline, 1969).

Ainda na década de 70 alguns autores sugeriram que o nimero de passagens poderia influenciar
na sensibilidade aos quimioterapicos e que culturas primarias eram preferiveis a culturas com passagens
guando se buscasse determinar a sensibilidade de um paciente em particular (Berry 1975 e Fuskova 1977).

Ainda nos anos 70, Twentyman comprovou o que dados da literatura sugeriam: analises feitas com
células tumorais processadas, tratadas e analisadas em curto prazo podem revelar falsos positivos. Ou
seja, caso todo o processo seja feito de forma aguda, considerando o preparo desde a ressecc¢do cirurgica
da massa tumoral em uma suspensao de células Unicas seguidas de tratamento e medidas de viabilidade,
haverd uma fracdo de células ja fragilizadas pelo processamento que serdo eliminadas mais facilmente
pelo quimioterdpico, sugerindo uma (falsa) eficiéncia do tratamento. O autor nomeou esse fenémeno
como “recovery from potentially lethal damage” e sugere que esse fenébmeno pode justificar algumas
diferencas encontradas entre resultados in vitro e in vivo, pois no segundo caso as células ndo sofrem
injurias ou estresses prévio capazes de sensibiliza-las a morte (Twentyman, 1978).

Além disso, von Hoff ja falava nos anos 80 que deve-se tomar cuidado com a concentra¢do do
farmaco e que o teste precisa ser de simples execuc¢do, de baixo custo e alta reprodutibilidade, com boa
correlagdo entre os resultados in vitro e in vivo, sendo o mais importante, que apresente melhor
sensibilidade que especificidade (Von Hoff e Weisenthal, 1980). Neste caso, as condi¢des de cultivo das
células devem se aproximar das condicGes do tecido a que pertencem, uma vez que a adicdo/remocdo de
fatores de crescimento e hormonios podem afetar a cinética do crescimento celular e deve-se atentar para
o fato de que o preparo de suspensdes para isolamento das células destréi a arquitetura original e pode
manter células ndo tumorais, levando a mudangas na quimiossensibilidade (Von Hoff e Weisenthal, 1980).
Neste contexto, um ponto critico para a correlacdo da resposta in vitro com o sucesso da terapia in vitro
refere-se ao uso do quimioterapico, que deve representar a concentracdo atingida no paciente, a qual
deve ser mantida nessa faixa pelo mesmo tempo que é atingida no tumor considerando-se a mesma

cinética de crescimento durante a exposicdo (Von Hoff e Weisenthal, 1980).
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1.2.3.Tipos de ensaios celulares de predi¢cao mais utilizados

1.2.3.1.CRSA

Ensaios de quimioressisténcia e quimiossensibilidade in vitro (In vitro Chemotherapy Sensitivity
and Resistance Assays, CSRAs) podem ser desenvolvidos com diferentes protocolos e ser classificados de
diferentes maneiras, sendo que pequenas variagdes na técnica podem ou nao resultar em altera¢des na
sua sigla. Seguiremos a classificacao utilizada pela ASCO do artigo de 2004: SRCA, HTCA, CCS, DiSC, MTT,
ATP, EDR (Schrag et al., 2004).

Diferentes métodos foram desenvolvidos nos ultimos 70 anos para determinar a sensibilidade de
células tumorais in vitro de maneira que se assemelhe a resposta in vivo. Até o momento os autores,
embora ndo tenham chegado em um consenso sobre o melhor método de cultivo e avaliacdo da resposta,
ja identificaram cuidados importantes para a correta translacdo dos resultados. Eagle ja chamou a atencdo
para o correto uso de meios de cultura e fatores de crescimento (Eagle e Foley, 1956). Cline ja pontuou
gue o farmaco precisa ser administrado ao sistema ja na forma ativa ou possa ser ativado in vitro, e deve
ser mantido por tempo e concentracdao semelhante para que se observem os mesmos efeitos que no
paciente; ainda pontuou que para que isso aconteca a amostra retirada do tumor precisa ser significativa
(Cline, 1969). Hoffman menciona que células em esferoides apresentam maior resisténcia ao farmaco que
em monocamada, e que esse sistema 3D de cultura se aproximaria mais da realidade encontrada no

paciente (Hoffman, 1993).

1.2.3.2.Ensaio clonogénico (HTCA)

Em 1977 Hamburger e Salmon publicaram um protocolo para o sistema de formacgdo de esferas
clonais (Human Tumor Clonogenic Assay, HTCA) in vitro a partir de uma bidpsia do tumor, esse ensaio
tornou-se o mais popular entre os laboratérios nos anos seguintes por permitir o uso de diferentes tipos
celulares, desde tumores sélidos até medula éssea (Hamburger e Salmon, 1977).

Nesse protocolo, a massa tumoral proveniente da ressec¢do cirurgica é dissociada em uma
suspensdo de células Unicas que é entdo incubada com farmacos na concentracdo de 1/10 da plasmatica
ou 1/10 da area sob a curva dessa concentracdo por 1 hora. Apds esse periodo o farmaco é removido e as
células sdo cultivadas embebidas em meio de cultura misturado com agar, adicionadas sobre uma camada
prévia de agar, por pelo menos 10 — 14 dias. Ao final, o niUmero de col6nias formadas é contada em um
microscopio e os resultados apresentados em porcentagem de diminui¢do das unidades formadoras de

coldnias (TCFUs) (Cramer e Woltering, 1991).
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A maioria dos estudos com esse tipo de abordagem foi conduzida por Von Hoff, indicando que os
testes de HTCA apresentam uma taxa maior de 90% de predicdo de verdadeiro negativo (resisténcia ao
farmaco) e quase 70% de correlacdo verdadeiro positivo (sensibilidade ao farmaco), com uma
sensibilidade (verdadeiro positivo/verdadeiro positivo + falso negativo) em torno de 80% e uma
especificidade (verdadeiro negativo/falso negativo + falso positivo) de 86% (Von Hoff e Weisenthal, 1980;
Von Hoff, 1990). Na década de 80 alguns autores reportaram que apenas entre 30 — 70% das amostras
testadas puderam ser avaliadas, limitado a utilidade deste tipo de ensaio. Qutros autores reportaram que
a eficiéncia poderia ser dependente do tipo de tecido utilizado, e que suspensdes celulares funcionariam
melhor para tumores hematoldgicos, enquanto que, para tumores sélidos a arquitetura do tecido parecia
ser importante para melhores correlagées (Furukawa et al., 1995). Von Hoff nas suas andlises encontrou
que as melhores correlagdes em tumores soélidos eram para tumores de ovario, Utero, rim, cérebro e
mesotelioma (Von Hoff et al., 1990).

Esses resultados podem ser comparados com especificidade do antibiograma, uma vez que em
torno de 60% dos pacientes apresentam resposta clinica favoravel quando tratados com o antibidtico
definido pelos testes in vitro; assim como os testes para quimioterapicos, antibiogramas sdao mais efetivos
em predizer resisténcia que sensibilidade, mas diferente dos ensaios com quimioterdpicos, estes sao
amplamente utilizados na clinica (Cramer e Woltering, 1991).

Um dos problemas apontado na década de 90 por diferentes autores, e revisado por Hoffman,
nessa metodologia parece ser a formacdo de coagulos/agregados devido a incorreta homogeneizagdo das
células no inicio do experimento. Esse viés poderia gerar falsos negativos, ou seja, ao final do experimento
o pesquisador encontra col6nias e acredita que seu farmaco ndo teve agao e deduz que o paciente seria
resistente ao farmaco (Hoffman, 1993).

Diferencas ja foram reportadas entre colénias e monocamada celular antes da década de 90,
sendo a monocamada muito mais sensivel aos quimioterapicos do que as células em esferoides, essa
diferenca pode ser explicada pela maior concentracdo de células tronco-tumorais nas esferas e pelo
gradiente de pH e oxigénio que podem apresentar, maior semelhanga ao tumor in vitro. Deve-se manter
em mente também que células tronco-tumorais podem estar em estado reversivel de ndo divisdo celular
(Go) e quando colocadas para formar col6nias ndo se dividirem com a mesma velocidade das demais, ou
seja, ndo formam col6nias como as demais; sendo assim, talvez as esferas sensiveis sejam formadas por

células mais comprometidas com a diferenciacdo e menos malignas (Hoffman, 1993).
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1.2.3.3.HDRA

Ensaios de resposta a droga utilizando cultura de tecidos (Histoculture Drug Response Assay,
HDRA) ja foram utilizados ha mais de duas décadas para testes de predicdo de sensibilidade in vitro por
preservarem a arquitetura e fun¢do do tecido. Esses dois fatores, arquitetura e funcao, podem ajudar a
aumentar a taxa de sucesso na realizacado dos testes, maiores que 90%, enquanto que nos testes de HTCA
esse sucesso pode variar de 30 — 70% dependendo do autor (Furukawa et al., 1995). Um dos primeiros
ensaios utilizando HDRA foi conduzido por Hoffman que utilizou histocultura sobre um suporte de gel,
desenvolvendo uma nova abordagem que permitiu pelo menos 80% de sucesso da cultura.

As principais vantagens desse ensaio, além da manutencdo da arquitetura e funcdo ja citadas,
consistem no uso de resultados morfolégicos, como a deteccdo de proliferacdo por microscépio de luz
polarizada (o que pode inclusive ser semi-automatizado). Além disso a viabilidade das células tumorais e
ndo tumorais pode ser medida em alta resolucdo através de exclusdo/inclusdo de corantes fluorescentes
e a atividade metabdlica medida através da reducdo de corantes como MTT, bem como analises de
imagem e pontos finais ndo destrutivos (ex: consumo de glicose). Esses fatores fazem com que a taxa de
sucesso na realizagdo dos testes seja alta e permitem a testagem de multiplos agentes em sequéncia,
utilizando pequenos pedacos do tumor, garantindo baixa frequéncia de falsos negativos e falsos positivos.
A manutencdo da heterogeneidade de células permite ainda avaliar o comportamento de células do
sistema imune infiltradas no tumor. Dependendo de como o ensaio for conduzido, pode demorar entre 3
a 14 dias (Hoffman, 1993).

Furukawa em 1995, utilizando ensaio de HDRA e leitura de MTT como resultado final, reportou
uma correlagdo de sensibilidade in vitro e in vivo maior de 90%, com 100% de verdadeiros negativos e
quase 70% de verdadeiro negativo, 100% de sensibilidade e 90% de especificidade para cancer gastrico e
colorretal, ambos em estagio avangado. Em artigo anterior do mesmo grupo, com tumores de cabeca e
pescoco, a acuracia foi maior que 70%, o valor preditivo positivo maior que 80% e a sensibilidade maior
que 70%, com especificidade de quase 80%. Nesse artigo Furukawa cita autores que mostraram uma
correlagdo de aproximadamente 90% entre ensaios de HDRA com implantes xenograficos em

camundongos nude (Furukawa et al., 1995).
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1.2.3.4.0utros métodos de predicao in vitro

DiSC (Differential Staining Cytotoxicity Assay): Esse ensaio detecta membranas intactas através da
exclusdo de corantes, podendo superestimar a viabilidade das células uma vez que células em processo
de apoptose mantém a membrana intacta durante algum periodo (Samson et al., 2004). Shaw reportou
em 1993, um estudo no qual utilizou esse experimento em tecidos tumorais frescos de NSCLC: as células
foram incubadas por 4 dias com farmacos nas concentragoes de referéncia, 10x maior e 10x menor que a
referéncia; no quinto dia, células sanguineas vermelhas de pato foram adicionadas, as amostras foram
centrifugadas e coradas com fast green e/ou nigrosina e contracoradas com HE. Células vivas sdo capazes
de excluir a marcacdo com fast green. Aos pacientes sem marcacdo de células neuroenddcrinas (coradas
com nigrosina) foi administrado o farmaco com maior atividade in vitro, neste estudo a sobrevida média
em ambos os grupos foi de 6 meses, com um taxa de resposta em torno de 10% para o grupo de terapia
guiada por ensaio in vitro e em torno de 13% para o grupo tratado com a quimioterapia padrdo (Shaw et
al., 1993). Cortazar realizou o mesmo protocolo para células de SCLC e observou uma sobrevida média de
38,5 meses nos pacientes tratados de acordo com o farmaco escolhido pelo tratamento in vitro comparado
com uma sobrevida de apenas 19 meses no grupo tratado com o quimioterapico tradicional; efeitos
colaterais ndo foram reportados (Cortazar et al., 1997) (Samson et al., 2004).

MTT (Methyl Thiazolyl-diphenyl-Tetrazolium bromide) e ATP (Adenosine Triphosphate
bioluminescence): estimam o numero de células através da atividade metabdlica, podendo gerar viés de
comparacdo entre células metabolicamente mais ou menos ativas (Samson et al., 2004). Kurbacher utilizou
suspensdes celulares preparadas a partir de bidpsias de tecido e efusdes malignas de carcinoma de ovdrio.
As células foram tratadas por 5 — 7 dias com seis concentrag¢des diferentes do farmaco. O quimioterdpico
foi escolhido com base na curva dose-resposta. Nos pacientes tratados com o quimioterapico escolhido
com base nos resultados in vitro, a sobrevida média foi maior que 22 meses, enquanto no grupo ao qual
foi administrado a quimioterapia escolhida de forma tradicional a sobrevida foi de apenas 16 meses. A
taxa de resposta no primeiro grupo foi de 64% e no segundo de 37%, sendo a diferenga estatisticamente
significativa (Kurbacher et al., 1998).

EDR (Extreme Drug Resistance Assay): mede a taxa de sintese de DNA, sendo sua atividade boa
apenas para excluir farmacos aos quais as células mostram extrema resisténcia. Loizzi realizou um estudo
com suspensdes celulares de carcinoma de ovario recorrente, que foram mantidas por cinco dias em soft
agar contendo continua presenca ou auséncia do farmaco escolhido em uma Unica concentragdo, ao final
timidina tritiada foi adicionada por pelo menos 24 horas e a radioatividade do homogenato de cada poco

foi medida. Os resultados foram avaliados de acordo com a razdo de incorporacdo entre células tratadas
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e ndo tratadas. O paciente recebeu o farmaco que apresentou menor resisténcia in vitro. Ndo foram
observadas diferengas na sobrevida dos pacientes resistentes aos derivados de platina quando
comparados os que foram submetidos ao tratamento baseado no ensaio in vitro versus os que receberam
a quimioterapia tradicional. Porém, no grupo de pacientes sensivel a platina, o OR no grupo guiado pelos

testes in vitro foi de 65% comparado a apenas 35% no outro grupo (Loizzi et al., 2003).

1.2.3.5.Ensaio na capsula subrenal

Esse método in vivo de predicao de sensibilidade foi inicialmente desenvolvido devido a
necessidade de testes rapidos para o screening de drogas em tumores xendgrafos estabelecidos em
camundongos atimicos (Subrenal Capsule Assay, SRCA). Depois, foi melhorado para utilizar tumores
humanos frescos em um transplante xendgrafo direto (Patient Derived Xenograft, PDX), trazendo a
possibilidade de utiliza-lo como teste de predicdo a quimiossensibilidade (Cramer e Woltering, 1991).

O preparo é semelhante ao dos ensaios clonogénicos: o tumor é processado em pedacos de 1 mm?
e injetados na capsula subrenal de camundongos imunocomprometidos. O peso corporal inicial e final sdo
medidos, assim como o tamanho inicial e final do tumor. Os animais sdo expostos aos quimioterapicos do
12 ao 52 dia apds a implantagdo e sacrificados no 62 dia para medida direta da massa tumoral, o que pode
ser facilmente realizado uma vez que a capsula é transparente. A atividade do quimioterapico é reportada
de acordo com mudangas no tamanho do tumor. As doses de quimioterapicos escolhidas sdo adaptadas
para o metabolismo acelerado dos camundongos comparado ao de humanos (Cramer e Woltering, 1991).

As vantagens na utilizagdo desse método, se comparado ao ensaio clonogénico, se devem
principalmente pela manutengdo da heterogeneidade e da arquitetura inicial do tumor. Os resultados de
correlagdo com a clinica ndo sdo tdo vastos quanto para o ensaio clonogénico, porém ha relatos de

previsdo de sensibilidade maior de 90% e resisténcia maior de 70% (Cramer e Woltering, 1991).

1.2.3.6.PDX

Nesse modelo as células tumorais derivadas de pacientes sdo crescidas de forma xenografica
subcutaneamente em camundongos imunocomprometidos (Patient Derived Xenograft, PDX) e utilizadas
geralmente para o desenvolvimento de estudos pré-clinicos de farmacos (Hidalgo et al., 2014). Embora
discutida em sessao separada, podemos dizer que os modelos atuais de PDX sao uma versao repaginada

dos modelos antigos de SRCA.
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Estudos conduzidos na década de 1980, ja demonstravam alta correlacdo entre a resposta clinica
a agentes citotoxicos em pacientes adultos com cancer de pulm3o, e a resposta aos mesmos agentes em
modelos PDX desses mesmos pacientes, demonstrando que essa ndo é uma técnica nova, mas que
provavelmente foi subutilizada para essa finalidade nas ultimas décadas. Por outro lado, muitos estudos
pré-clinicos de fase Il com quimioterdpicos cldssicos foram conduzidos utilizando essa metodologia
(Hidalgo et al., 2014).

Nos ultimos anos houve uma renovacdo no interesse em desenvolver modelos de PDX de
diferentes tipos tumorais, e pode-se dizer que atualmente esse é o modelo pré-clinico preferido, tanto
pela industria quanto pela academia, para melhorar o processo de desenvolvimento de farmacos, sendo
que, mensalmente aumentam as publicacGes utilizando essa metodologia para diferentes pesquisas
translacionais. Diferentes protocolos e linhagens de camundongo ja foram testadas e apresentam
diferentes propriedades, a maioria dos laboratdrios prefere utilizar inje¢des subcutdneas em animais
NOD/SCID ou NOD/SCID/IL2A" (NSG), mas dependendo do tipo tumoral inje¢des ortotrépicas também sido
utilizadas. Por exemplo, NSCLC crescido na capsula subrenal apresenta taxas de 90% de eficiéncia de
implanta¢do, enquanto que o mesmo tumor quando crescido de forma subcutanea apresenta taxas de
implantacdo menores que 30%; e tumores testiculares s6 podem ser crescidos de maneira ortotrdpica.

Diz-se que esse modelo é capaz de manter caracteristicas morfoldgicas do tumor parental,
incluindo a estrutura do tecido, como glandulas, produ¢do de mucina, desenvolvimento cistico, etc. A nivel
de expressdo génica também existe uma boa correlagao entre os tumores originais e os gerados por PDX

(Hidalgo et al., 2014).

1.2.4.Dificuldades em implantagdo na clinica

Os testes de predicao de sensibilidade in vitro ndo sdo uma ideia nova na literatura, pois como
apresentado, estudos da década de 50 ja tentavam estabelecer um protocolo que pudesse ser facilmente
executado e com boa correlacdo clinica. Embora os dados da literatura apresentem relativa consisténcia
e correlagdo in vitro x in vivo, é sabido que até o presente momento esses testes ndo tém valor na clinica,
inclusive que a ASCO ndo recomenda seu uso. Isso pode ser principalmente devido a: 1) falha no
crescimento regular dos tumores, 2) controles de qualidade, 3) correspondéncia na farmacocinética in vivo
e técnicas do laboratodrio, 4) excecGes tedricas e 5) falta de estudos clinicos bem desenhados (Cramer e

Woltering, 1991).
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O primeiro ponto se justifica pelo fato de que nem todos os tumores podem ser facilmente
cultivados e testados, uma vez que, com todos os avangos na area, ainda ha uma parcela de bidpsias que
ndo crescerao in vitro, e que essa parcela é variavel quando se compara o crescimento para ensaios
clonogénicos ou em PDX por exemplo (Cramer e Woltering, 1991).

A correspondéncia entre doses e tempo de exposicdao de farmacos e a farmacocinética in vivo é
uma dificuldade reportada desde as primeiras revises da literatura (Cline, 1969). Quando ensaios in vitro
sdo realizados, a cinética de degradacdo, ativacdo/inativacdo hepatica e disponibilidade sdo, de maneira
geral, diferentes das encontradas no paciente e nos ensaios in vivo. Por exemplo, sabe-se que doses
maiores do quimioterdpico precisam ser administradas aos camundongos para mimetizar os efeitos em
humanos devido a diferenca no metabolismo de ambas espécies (Cramer e Woltering, 1991).

Porém, talvez um dos fatores que seja mais dificil de resolver, mesmo com os avancos feitos nos
ensaios, seja a limitagdo tedrica de predi¢gdo de um evento tdo raro quanto a quimiosensibilidade. Autores
demonstraram que o valor preditivo desses testes é matematicamente limitado pela probabilidade de
resposta, entdo a probabilidade de um resultado positivo ser acurado sera baixo independente do teste
per si (Cramer e Woltering, 1991).

Uma vez que toda quimioterapia se desenvolveu baseada em estudos prospectivos randomizados
duplo cego de fase lll, o uso de ensaios de quimiossensibilidade associado a estudos clinicos que provem
a sua eficiéncia ainda é limitado na literatura. Poucos grupos de pesquisa conseguem conduzir estudos
prospectivos randomizados com quantidade suficiente de pacientes. Talvez um dos estudos mais antigos
nesse modelo tenha sido conduzido em 1990, na qual 133 pacientes com cancer metastatico avangado
foram randomizados entre a escolha clinica de um quimioterapico ou escolha do quimioterapico com
melhor efeito nos ensaios clonogénicos, tomando-se cuidado para que sempre fosse administrado apenas
um agente. Nesse estudo, a taxa de resposta apresentada para o ensaio clonogénico (21%) foi maior que
para a escolha do médico (apenas 3%) tendo diferenga significativa entre os grupos, mas apenas para a
resposta parcial, sem diferenca na sobrevida total entre os grupos (Cramer e Woltering, 1991).

Ja foi discutido na literatura também, o fato de que talvez um Unico tipo de ensaio de sensibilidade
in vitro ndo seja ideal para simular todos os tipos tumorais e que talvez, o desenvolvimento de testes deva

ser especifico para o tipo de tumor que se deseja tratar na clinica (Cramer e Woltering, 1991).
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2. HIPOTESE

Hi: Alteragdes genomicas e de fenédtipo celular pode auxiliar na busca por combinagdes de terapias

para os tumores do sistema nervoso central in vitro
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3. OBJETIVO
3.1.Geral

Estabelecer um protocolo de predicdo de resposta in vitro capaz de ajudar a direcionar a

guimioterapia em tumores de sistema nervoso central.

3.2.Especifico

3.2.1. Realizar culturas de células provenientes de bidpsias de tumores do sistema nervoso central.

3.2.2. Validar marcadores reconhecidos da literatura e encontrar novos marcadores moleculares
de fenétipos de sensibilidade ou resisténcia.

3.2.3. Combinar dados moleculares e farmacolégicos para ajudar a racionalizar e personalizar
tratamentos disponiveis na clinica.

3.2.4. Buscar novas associacoes de fdrmacos que possam potencializar o efeito da temozolomida
em subgrupos de pacientes baseados nas analises farmacogenémicas.

3.2.5. Resgatar moléculas com baixa eficiéncia no tratamento de pacientes ndo selecionados para
aplica-la em culturas sensiveis in vitro.

3.2.6. Analisar fendtipos celulares apds o tratamento in vitro com quimioterapicos.

3.2.7. Modular fendbmenos celulares para potencializar o efeito dos farmacos in vitro.
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4. MATERIAIS, METODOS E RESULTADOS GERAIS

Nessa secdo serdo detalhados métodos gerais para a obtencdo e manutencdo das culturas
primarias, bem como o resultado derivado de cada protocolo. Por esta ser uma tese baseada no
aprimoramento de metodologias, acreditamos que agrupar essas trés sec¢Oes facilita a leitura e o
entendimento, uma vez que alguns resultados serviram de base para o desenvolvimento de novos

protocolos.

4.1.Aspectos éticos envolvidos na obtengao das bidpsias

O presente projeto foi aprovado pelos comités de ética da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (NUmeros dos Pareceres UFRGS: 384.860 e 420.856, Datas das Relatorias: 05/09/2013 e 03/10/2013)
e da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (NUmero do Parecer PUCRS: 429.849, Data da
Relatoria: 18/10/2013), conforme consta no Anexo | — Parecer Consubstanciado do CEP da pégina 128.
Anteriormente a essas aprovacdes, possuiamos colaboracdo para obtencdo de culturas primarias para
realizacdo de experimentos-piloto com o Dr. Bernardo Garicochea, aprovado pelo comité de ética da
PUCRS sob o parecer nimero 07/03562 de 14 de maio de 2007.

Todos os pacientes envolvidos nesse estudo realizaram ressecc¢do cirurgica pela equipe de
neurocirurgia do Hospital Sdo Lucas (HSL) da PUCRS apds diagndstico por imagem de tumor cerebral —
possivel glioma. Os pacientes foram informados sobre o estudo e concordaram em participar mediante
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) que se encontra no Anexo Il — Termo de

Consentimento da pdgina 132 desta tese. InformagGes sobre cada paciente encontram-se no Anexo |ll.

4.2.Estabelecimento das culturas primarias

4.2.1.Materiais e métodos para obtengdo das culturas

PorcGes de tecido com caracteristicas de gliomas sdo normalmente aspiradas e descartadas
durante a ressecgao cirurgica, nesse estudo, os fragmentos tumorais ressecados foram doados para a
realizacdo de testes in vitro. O tamanho e quantidade de fragmentos provenientes de cada paciente foi
variavel e dependeu das condi¢es particulares de cada cirurgia. Apds remogdo os espécimes foram
imediatamente acondicionados em solugdo salina sem calcio e magnésio (Calcium-Magnesium Free

Buffer, CMF), contendo glicose (1%), suplementado com penicilina (100U/mL)/estreptomicina (100
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pg/mL), Canamicina (25 pg/mL) e anfotericina B (0,625 pg/mL) todos comprados da Gibco Laboratories
(Grand Island, NY, USA) a temperatura ambiente e transportados para a UFRGS.

O tempo entre a coleta e o processamento foi entre 1 a 3 horas. O tampao escolhido para o
transporte auxilia a dissociacido mecanica por promover a quelacdo dos fons Ca*? necessarios para
adequada adesdo entre as células. Dessa maneira, houve apenas macerag¢ao e homogeneizacao do tecido
por “up and down” com uma pipeta de vidro tipo Pasteur, até obtencdo de suspensdes sem grandes
agregados celulares. Durante a homogeneizacao foram realizadas trés lavagens, com o mesmo tampao
utilizado na coleta, e centrifugacdes para remocao de boa parte das hemadcias. Ao final, as células foram
suspendidas em meio DMEM/F-12 suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) comprados da Gibco
Laboratories (Grand Island, NY, USA) e mantidas em incubadora Umida a 379C, com 5% de CO,. O meio de

cultura foi substituido por meio fresco duas vezes por semana durante todo o periodo de manutencao.

4.2.2.Resultados do estabelecimento das culturas

De maneira geral, 24 horas ap6s a coleta e o processamento foi possivel observar algumas poucas
células aderidas entre a suspensdo de hemdcia, em quantidade varidvel dependendo da bidpsia (Figura 4).
Esse fato ndo teve relacdo com a malignidade, uma vez que mesmo na cultura LS04, proveniente de um
tumor disembriobldstico benigno, foi possivel observar tais células aderentes. Apdés uma semana em
cultura foram observados agregados aderentes de células, com esse tempo variando de um dia até um
més. O primeiro repique foi feito com tripsina 0,25% (Gibco Laboratories, Grand Island, NY, USA) quando
os frascos de cultura possuiam grandes ilhas proliferativas que, quando dissociadas e homogeneizadas na
mesma darea, atingiam uma confluéncia média minima de 50%. Importante ressaltar que esse
comportamento inicial de proliferacdo ndo homogénea foi observado em todas as linhagens citadas.
Foram realizadas pelo menos duas passagens e o congelamento de um frasco de cada cultura antes do uso
para os demais experimentos. Apds algumas trocas do meio de cultivo a monocamada aderente
apresentava-se livre de hemdcias, sendo que as mesmas eram completamente removidas apds a primeira
passagem.

As duas primeiras bidpsias obtidas e armazenadas no nosso banco (LSO1 e LS02) ndo foram
utilizadas para experimentos desse projeto, servindo apenas como teste para a manipulagdo,
congelamento e descongelamento.

A Tabela 2 apresenta os dados da velocidade de crescimento de algumas culturas primadrias
comparadas com duas linhagens celulares comerciais (U87 e M059J). Estdo representadas apenas as

culturas a partir de LS11 nas quais foi possivel realizar o experimento de contagem do numero de células

57



remanescentes, 12 dias apds o tratamento, pelo menos duas vezes em duplicatas, plagueando-se 8000
células/poco. Sendo assim, para as demais culturas pelo menos um dos requisitos ndo foi atigingido na
realizacdo do experimento, por exemplo, como a analise final visava % em relagdao ao controle foram
semeadas menos células em todos os pocgos, e deve-se assumir que a maioria delas tenha crescimento

ainda mais fastidioso
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Figura 4 Fotomicrografias representativas de cada uma das 22 culturas primdrias utilizadas. Para cada cultura: a 19 foto
representa as primeiras horas (até quatro dias) apds o processamento e o acondicionamento em frascos contendo meio
DMEM/F12+10% de SFB; a imagem central representa a morfologia entre os primeiros 5 — 9 dias em cultura, enquanto hd hemdcias
e algumas ilhas de células aderentes comecam a se formar; a 3¢ imagem demonstra a morfologia apds 10 dias, quando hd a
formagdo de monocamadas e eliminagdo de praticamente todas as hemdcias. Eritrécitos aparecem como pequenos pontos
(granulado) ou pequenos agregados brilhantes sobre a monocamada de células aderida. Aumento de 100x. NA: auséncia de
registros nos tempos estabelecidos

Tabela 2: Velocidade de crescimento das culturas primdrias comparando com linhagens celulares comerciais apds 13
dias. CPD: Crescimento populacional didrio.

Linhagem | CPD diario Tempo parNa doF)rar @ Linhagem | CPD diario Tempo parNa doF)rar @
populagdo (dias) populacdo (dias)
ug7 0,42 2,37 LS17 0,12 8,41
MO059) 0,43 2,31 LS20 0,26 3,82
LS11 0,06 17,80 LS23 0,07 15,25
LS12 0,28 3,52 LS24 0,12 8,50
LS16 0,16 6,20

4.3.Andlise da sensibilidade

A partir obtencdo e estabelecimento da cultura LS03, o primeiro experimento realizado em cada
um das demais sempre foi o de sensibilidade aos diferentes quimioterdpicos, independente do protocolo

seguido: viabilidade celular ou contagem do nimero remanescente de células.

4.3.1.Materiais e métodos para andlise de viabilidade

Nas primeiras 11 culturas testadas (LSO3 — LS13) esse experimento foi realizado na forma de
anadlise de viabilidade celular. Nesse protocolo, 1000 células foram semeadas por poco de uma placa de
96 pogos juntamente com o quimioterapico (todos adquiridos da Sigma-Aldrich) de escolha, os quais foram
mantidos em contato com as células por 7 dias em incubadora a 372C, 5 % de CO,. A concentragao
administrada dos farmacos variou entre a menor e a maior dose plasmatica encontrada na literatura para
cada farmaco (conforme dados da Tabela 1, pagina 37), e estdo representadas com o respectivo resultado
nos graficos.

Ao final deste periodo de 7 dias o meio de cultura foi removido e a monocamada de células
incubada com solugdo de MTT diluida em solugdo tamponante fosfato-salina (PBS) com glicose (0,78 g/L)
por 6 horas, os cristais formados pela redu¢do mitocondrial do MTT em formazan foram eluidos em DMSO
para leitura da absorbancia em 570 e 630 nm. Os resultados foram expressos sempre em % de absorbancia
em relagdo ao controle tratado apenas com o veiculo dos quimioterapicos (DMSO, 0,1%). Os demais
reagentes para esse experimento foram comprados da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
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4.3.2.Resultados de viabilidade celular

A Figura 5 representa os resultados da viabilidade celular 7 dias ap6s o inicio do tratamento com
farmacos de diferentes mecanismos de a¢do. Agentes alquilantes apresentaram menor eficiéncia, sendo
gue em alguns casos a popula¢do tratada com TMZ apresentou um metabolismo maior dos sais de MTT
que a populacdo controle. Os resultados mais pronunciados (de diminuicdo do metabolismo do sal) foram
encontrados utilizando farmacos que atuam sobre o citoesqueleto: vincristina, vimblastina, mebendazole
e paclitaxel.

Apds o desenvolvimento da técnica de obtencdo e a satisfatdria expansdo das culturas a
metodologia aplicada e os quimioterapicos utilizados para a sensibilidade foram revistos. O ensaio de MTT
mede a viabilidade mitocondrial, e alguns resultados da literatura apontavam que quimioterdpicos como
a TMZ poderiam aumentar o metabolismo mitocondrial sem correlagdo com aumento no ndmero de
células. O ensaio de MTT, que parecia mais factivel por permitir a realizacao a partir de um nimero menor
de células e em placas de 96 pocos, teve entdo que ser substituido por outro que demandasse maior
quantidade de células por tratamento. Nesse sentido, optamos por utilizar apenas a menor (Unica)
concentracdo de cada farmaco para os experimentos seguintes.

A revisdo mais detalhada da literatura, revelou que jd na década de 70 experimentos
demonstraram a existéncia de um fendmeno denominado “recovery from potentially lethal damage”, o
qual sugere que uma fracdo de células, ja fragilizadas pelo processamento, sdo eliminadas mais facilmente
pelo quimioterapico (Twentyman, 1978). Além disso, na clinica a administracdo dos tratamentos acontece
quando o tumor ja estd estabelecido, indicando que talvez o estresse gerado pela manipulagdo
imediatamente antes do tratamento pode servir como um viés adicional. Para aproximar nosso protocolo
da clinica, no protocolo seguinte as células foram tratadas apenas 24 horas apds a manipulagdo, quando
ja tivessem formado uma monocamada aderente, e contadas ao final do periodo em citobmetro de fluxo

ao invés de realizar medidas indiretas.

4.3.3.Materiais e métodos para contagem do numero de células

Os experimentos de sensibilidade tiveram seu tempo de andlise aumentado para 12 dias. Nesse
segundo protocolo as células foram semeadas na densidade de 8 x 10* células por po¢o de uma placa de
48 pogos. O tratamento foi administrado em concentragdo préximo a plasmatica (vide Tabela 1, da pdagina
37 da Introdugdo), diluido em meio de cultura fresco, ~24 horas apds a manipulacdo, quando as células se
encontravam em monocamada aderente, e foi mantido por 5 dias sem substituicdo. Ao final desse periodo,

0 meio contendo quimioterapico foi substituido por meio de cultura fresco (DMEM/F12 suplementado
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com 10% de FBS), livre de farmaco, que foi mantido em contato com as células por mais 7 dias. Ao final
desse periodo, as células remanescentes foram ressuspendidas e contadas em citdmetro de fluxo (Guava®
easyCyte flow cytometer). Os resultados foram expressos em porcentagem de células em relagdo ao
controle tratado apenas com veiculo (DMSO). O protocolo foi adaptado para as biopsias seguintes, e na
maneira do possivel repetido nas culturas primarias ja coletadas (a correlacdo entre ambos métodos esta

apresentada na Figura 7).
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Figura 5 Viabilidade celular 7 dias apds o tratamento com os quimioterdpicos nas concentragdes indicadas. A
absorbdncia do controle em 570 e 630 nm ao final do periodo foi considerada como 100% de viabilidade e os demais tratamentos
foram calculados em relagdo a esse. Cada cor que preenche os quadrados se refere a cultura primdria proveniente de um paciente
diferente. TMZ = temozolomida, CCPD = cisplatina, BCNU = carmustina, CCNU = lomustina, PCZ = procarbazina, DOXO =
doxorrubicina, VP16 = etoposideo, IRINO = irinotecano, VC = vincristina, VBL = vimblastina, PTX = paclitaxel, MBZ = mebendazol.

Uma vez estabelecido, o protocolo de sensibilidade a quimioterapicos foi adaptado para a
combinagdo com radioterapia de maneira mais semelhante possivel da clinica. Nesse caso, as células
foram semeadas e tratadas exatamente como descrito acima, porém foram irradiadas por cinco dias
consecutivos, com dose de 2 Gy/dia no equipamento Cobalt Theretron Phoenix (Philips, Eindhoven, The
Netherlands) a uma distancia de 70 cm, refletindo uma das 6 semanas do tratamento do paciente (Gehring
etal., 2012). O meio de cultura foi substituido 24 horas apds a Ultima irradiacdo e as culturas mantidas por

7 dias em meio livre de tratamento. Ao final desse periodo foram ressuspendidas e contadas em citobmetro

de fluxo.

4.3.4. Resultados do niUmero remanescente apods tratamento

Os resultados foram expressos em porcentagem de células em relacdo ao controle tratado apenas
com o veiculo da quimioterapia (DMSO) e sdo mostrados na coluna da direita de cada tratamento da Figura
6. A porcentagem de células apds a irradiacdo estd conectada por linhas a porcentagem de células apds
administracdo isolada do fdrmaco para reforcar a potencializacdo exercida pela combinacdo (RT+QT) em
todas as culturas analisadas.

TMZ é o farmaco de escolha para o tratamento desses tumores, e conforme descrito acima,
administragdes diarias atingem um pico de concentracdo plasmatica entre 30 — 70 uM. A Unica cultura que
apresentou reducdo maior que 50% no numero final de células, com esse farmaco isolado, foi LS24,
enquanto LSO5, LS22 e LS23 ndo observaram tal redugdao nem quando TMZ foi administrada em
combinagdo com radioterapia. Em linhas gerais, dois agentes anti-microtibulo foram os mais efetivos de
maneira isolada em diminuir o nimero de células, sendo vincristina e paclitaxel os agentes isolados com

maior efeito na amostragem. Os demais tratamentos tiveram efeito variado entre as culturas.
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Figura 6 Sensibilidade a quimio e radioterapia. As células foram tratadas por cinco dias e mantidas em meio livre de
droga por mais sete dias quando foram contadas em citémetro de fluxo. Na combinagdo de radio e quimioterapia, o farmaco
foi adicionado antes da primeira irradiagdo e mantido em contato durante os cinco dias de administrag¢do da irradiagdo (2
Gy/dia). A porcentagem de células remanescentes em relagéo ao controle estd representada em circulos nos grdficos. As
linhas representam as culturas nas quais houve administragdo de ambas terapias. LS09, LS11, LS15, LS18 e LS21 receberam
apenas quimioterdpicos e estdo representadas na coluna da esquerda de cada fdrmaco sem conexdo com a coluna da direita.
RT = radioterapia, TMZ = temozolomida (concentragdes indicadas ou 30 uM na combinag¢do), VPA = dcido valproico (10 uM),
BCNU = carmustina (23,4 uM), CCNU = lomustina (38,5 uM), PCZ = procarbazina (0,38 uM), PCV = PCZ+CCNU+VC, VC =
vincristina (54 nM), VBL = vimblastina (550 nM), PTX = paclitaxel (0,1 uM), MBZ = mebendazol, CCPD = cisplatina (8,33 uM),
IRINO = jrinotecano (0,24 uM), VP16 = etoposideo (17 uM), ATP = adenosina trifosfato (5 mM).
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4.3.5.Resultados gerais da analise de sensibilidade

Dados do nosso grupo mostram que o tratamento com TMZ 100 uM por 3h induz o aumento (em
torno de 2x) da massa mitocondrial, com dpice 5 dias apds uma exposicdo, seguido de diminuicdao, mas
nado normalizacdo em relagdo ao controle, até o sétimo dia em meio livre de droga, na linhagem U87 (Silva,
2016), indicando que analises de metabolismo celular podem ser influenciadas pelos quimioterdpicos e
nao correlacionar com aumentos ou diminui¢cdo no nimero absoluto de células (Stepanenko e Dmitrenko,
2015). Para as culturas nas quais ambos protocolos que avaliam a sensibilidade foram realizados, os dados
foram plotados em um grafico para cada a cultura derivada de cada paciente. Essa ndo correlagdo entre
contagens e ensaios de metabolismo pode ser observada na Figura 7, e é totalmente varidvel entre os
farmacos e as culturas analisadas. De maneira geral, podemos dizer que os agentes alquilantes apresentam
a maior variacdo entre os protocolos utilizados, enquanto agentes como a vincristina apresentam boas

correlagdes entre os métodos em diferentes culturas primarias (Figura 7).
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Figura 7 Correlagdo entre porcentagem de viabilidade celular medida através do metabolismo do MTT sete dias apds
inicio (e manutengdo) do tratamento e contagens realizadas no décimo segundo dia (apds um tratamento de cinco dias seguido
de sete dias em meio sem fdrmaco). Cada grdfico representa uma cultura na qual ambas metodologias foram aplicadas para
quinze tratamentos diferentes. Cada simbolo representa um desses tratamentos. TMZ = temozolomida, VPA = dcido valprdico,
BCNU = carmustina, CCNU = lomustina, PCZ = procarbazina, IRINO = irinotecano, VC = vincristina, VBL = vimblastina, PTX =
paclitaxel, CCPD = cisplatina, VP16 = etoposideo, MBZ = mebendazol, PCV = PCZ+CCNU+VC, ATP = adenosina trifosfato.

4.3.6.Materiais e métodos para andlise da sensibilidade ao retratamento

Para verificar se a proporc¢ao de células tolerantes a uma rodada de tratamento pode ser eliminada
com sucessivas rodadas ou com outro quimioterapico, realizamos uma segunda rodada de tratamento in
vitro. Nesse caso, o protocolo descrito acima para analise de sensibilidade foi realizado, porém, apds a
ressuspensdo e contagem no décimo segundo dia, as células tolerantes foram divididas em partes iguais e
replaqueadas, apds 24 horas foram retratadas com o mesmo farmaco ou outro. Escolhemos para esse

experimento, além do tratamento padrdo com TMZ, os tratamentos com bons resultados de reducdo da
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populagdo aos 12 dias: Procarbazina, Lomustina (CCNU) e Vincristina (Regime PCV) e Paclitaxel (PTX). Os
dados estdo representados na forma de crescimento populacional cumulativo, que é a soma do
crescimento (PD) ao longo do tempo, calculado utilizando a formula: PD = (log NF- log NI)/log2, onde NF
se refere ao niumero de células contadas nos pontos escolhidos e NI ao numero de células plagueadas no
tempo anterior. Cada uma das flexdes das curvas representa o momento em que os tratamentos foram
administrados, sendo que a cor inicial de cada tracejado refere-se ao primeiro tratamento e a cor final ao

segundo.

4.3.7.Resultados do retratamento

O experimento de contagem, apds o tratamento das culturas por cinco dias, seguido de sete dias
em meio livre de farmaco reflete, em parte, um ciclo de tratamento na clinica feito com TMZ, porém, o
protocolo estabelecido por Stupp em 2005 visa que o estdgio de manutencdo tenha 6 ciclos, nos quais o
paciente recebe o farmaco por 5 dias e deve aguardar 23 dias para receber o tratamento novamente
(Stupp et al., 2005). Outros protocolos de intervalos foram testados na clinica, porém os efeitos colaterais,
principalmente hematoldgicos parecem superar os efeitos benéficos. Como pode ser observado nos
graficos, o efeito exercido pela TMZ sobre a proliferacdo das culturas primarias testadas foi praticamente
nulo e melhores resultados foram obtidos com a adicdo de PCV ou PTX (Figura 8). Nas poucas culturas
analisadas ndo pudemos observar a aquisicdo de resisténcia estavel ao mesmo farmaco: praticamente a
mesma proporcdo eliminada na primeira rodada de tratamento foi eliminada na segunda; e nem
resisténcia cruzada: parece que o tratamento com um quimioterapico nao afetou a resposta na segunda

rodada, uma vez que as inclinagdes da reta no primeiro e no segundo tratamento se assemelharam.
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Figura 8 Crescimento populacional cumulativo apds tratamento e retratamento. A primeira flexdo (do tempo zero até o
122 dia) representa a primeira rodada de tratamento, sendo o a condigdo controle de crescimento representada em preto e os
tratamentos com TMZ em verde, PCV em vermelho e PTX em amarelo. A partir do dia 13 as células foram retratadas com o mesmo
fdrmaco ou de maneira cruzada, sendo que a cor ao final do tracejado indica qual foi a sequnda droga utilizada. Em ambos os
casos o tratamento foi mantido por 5 dias seguidos de 7 dias em meio livre de droga com contagem em citémetro de fluxo do
numero de células remanescentes para cdlculo do CPD.
A resisténcia ao primeiro tratamento ndo parece ser estavel (ou genética), sendo possivelmente derivada
de um fendtipo oscilante. Alguns autores explicariam essa alteracdo pela selecdo de células tronco
tumorais: os tratamentos sdo capazes de eliminar boa parte da massa tumoral, mas ndao a populagao
tronco, ou RISC (Recurrence-Initiating Stem-Like Cancer), responsavel pela rapida recupera¢do da massa

tumoral perdida apds uma rodada de tratamento (Osuka e Van Meir, 2017). Esses resultados reiteram a

importancia de sucessivas rodadas de terapia.

4.4.Andlise da expressao génica

4.4.1.Materiais e métodos para expressao basal a nivel de mRNA

O padrao de expressao de alguns genes (como descrito na secdo 1.1.1, a partir da pagina 16), pode
ajudar a predizer resposta aos diferentes quimioterapicos, e até mesmo a radioterapia (Gehring et al.,
2015). Além disso, dados do TCGA revelam que o grau de expressdo, além das mutacgdes, pode ajudar na
separacdo em subgrupos que correlacionam com o progndstico do paciente. Para tal, um painel com 13
genes foi desenhado, tendo sua expressdo comparada com um normalizador (GUSB) e com a expressao
dos mesmos genes em RNA de cértex humano comercial (Total Brain Parietal Cortex RNA, Agilent). A

Tabela 3 representa os primers utilizados nesses experimentos e nas demais andlises de expressdo génica

por gPCR.

GENE LOCALIZACAO FRAGMENTO FOWARD (5'-3) REVERSE (5'-3')
PDGFRA 4912 112/190 pb GTGGGCACGCTCTTTACTCC ACAGCCTAAGACCAGGAACG
NEFL 8p21.2 178 pb CAAGCAGAACGCCGACATCA CTCCTCGCCTTCCAAGAGTTT
SYT1 12g21.2 109 pb GCTGACTGTTGTCATTCTGGAGG  CTTCAGCCTCTTACCATTCTGCA
FGFR3 4p16.3 123 pb CCAACTGCACACACGACCT CGGTGGACGTCACGGTAAG
EGFR 7pll.2 129 pb CACCCTGGTCTGGAAGTACG GCGATGGACGGGATCTTAGG
AKT2 19q13.2 151 pb AGTCCATCACAATCACACCCC GTGATGGCAGCGAGCGTG
NF1 17911.2 120/150 pb GCCCTCACAACAACCAACAC GCCACCAATCCAATGCGGA
CD44 11p13 166/169 pb CAAGCACAATCCAGGCAACT TGCATTGGATGGCTGGTATGA
RELB 19q13.32 130 pb TGTGGTGAGGATCTGCTTCCAG  TCGGCAAATCCGCAGCTCTGAT
P2RX7 12g24.31 197 pb CTGCAACCTAGACCGTTGGT CGGTGCCAAAAACCAGGATG
MDR1 7921.12 122 pb GAGAGATCCTCACCAAGCGG ATCATTGGCGAGCCTGGTAG
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MERTK 2913 157 pb TTGAAGCAGCCCGAAGACTG TAACGTCTGCTTGGTTCCGA
MGMT 10g26.3 199 pb ATGGATGTTTGAGCGACACA ATAGAGCAAGGGCAGCGTTA
NOTCH3 19p13.12 155 pb  CCCTTCCTGCGATCAGGACATC GGTTGCTCAGGCACTCATCCA
PROMININA 4p15.32  226/256 pb CTCTATGTGGTACAGCCGC GTCGCTGGTGCATTTCTCC
CDKN2A 9p21.3 140 pb GACCAGCATGACAGATTTC GAGACTAAGGCAGAAGATG
GUSB 7911.21 101 pb GAAAATATGTGGTTGGAGAGCTCATT CCGAGTGAAGATCCCCTTTTTA

Tabela 3 Primers utilizados para andlise da expresséo génica, o primeiro grupo contendo 13 genes corresponde aos genes
analisados para caracterizagdo das linhagens e o segundo grupo (Notch3, Prominina e CDKN2A) representa os genes analisados
apenas para o artigo publicado. Em ambos os casos GUSB foi utilizado como normalizador.

O RNA total de cada cultura foi extraido utilizando a técnica de Trizol-cloroférmio e 5 pug foram
utilizadas para sintese do cDNA com a enzima M-MLV (todos reagentes foram comprados da Sigma-Aldrich
e o protocolo seguiu as instrucdes do fabricante). Os experimentos de qPCR foram feitos a partir de 66,66
ng de RNA total/reacdo e utilizacdo do kit GoTaq® gPCR Master Mix (Promega) de acordo com as
instrucdes do fabricante no equipamento Eco Real-Time PCR System (//lumina) e nas seguintes condicGes:
2’ 949; 30" 942, 15” 609°C, 15"’ 729 - 40x. Os resultados da expressdao em cada cultura comparada com o
cortex normal estdo expressos na Figura 9. Em algumas culturas analisadas ndo foi possivel detectar a
expressao de alguns genes, como é o caso da U87, onde a expressdo de NEFL, FGFR3, RELB, P2RX7 e MDR1

ficaram abaixo do limite de detecc¢do para a concentracao de cDNA escolhida.

4.4.2.Resultados da expressao génica basal
Baseado nos resultados apresentados na Figura 9 podemos observar um comportamento
diferenciado de expressdo das linhagens comerciais (M059J e U87) comparadas com as culturas primarias.

De maneira geral, as células tumorais expressam menos dos marcadores escolhidos que o cortex.
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Figura 9 Andlise da Expressdo Génica Basal. O mRNA de cada cultura primdria e de duas linhagens comerciais foi
extraido e o nivel de expressdo de cada gene comparado ao nivel de expresséo de mRNA de cértex humano. Amostras na qual
ndo foi possivel. n=1 em triplicata

Anélises do banco de dados disponibilizado pelo projeto que catalogou mais de 500 GBMs
humanos (TCGA) revelam que a expressdao génica pode correlacionar com a sobrevida dos pacientes.
Utilizando esse banco de dados e segregando os pacientes que receberam e ndo receberam TMZ quanto
a expressao de alguns genes, podemos observar o impacto desses no tratamento padrdao. No artigo
publicado apresentamos as curvas de sobrevida dos pacientes com baixa e alta expressao (abaixo ou acima
da mediana) de FGFR3 e AKT2 no tumor, e como a expressdo combinada desses marcadores pode
classificar um subgrupo de pacientes que ndo se beneficia do tratamento padrdao na clinica e
potencialmente se beneficiaria do TVM (associa¢do de TMZ, VBL e MBZ proposta no artigo).

Além dessa alteragdo, observamos que os pacientes do TCGA, cujos tumores apresentam alta
expressao de MERTK, ndo tem os mesmos beneficios que os pacientes com baixa expressdo desse gene
nos tumores, quando tratados com TMZ (Figura 10). Esse dado (auséncia de correlagdo entre expressdo
desse gene e sensibilidade ao farmaco) também foi encontrado nas culturas primarias testadas in vitro. As
culturas com maior expressao responderam melhor a radioterapia sozinha e apontam para a nulidade de
adicionar o farmaco nesses casos. Juntos, os resultados do TCGA e das nossas culturas primarias, apontam
que a expressdo de MERTK poderia ser utilizada para desencorajar o uso Unico da TMZ ou repensar na
administracdo combinada ao inibidor de MERTK Foretinib, ainda em trial clinico (Knubel et al., 2014). Além

de MERTK, pacientes com baixa expressdo de MDR1 nos tumores também nao se beneficiam da terapia
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padrdo e culturas com baixa expressdo desse gene sdo mais sensiveis a radioterapia sozinha. Quando
separamos os pacientes baseados na expressao de PDGFRA dos tumores, observamos que apenas 0s com
baixa expressdo se beneficiam do tratamento com TMZ, o mesmo resultado foi encontrado nas culturas,
porém, com base apenas na expressao desse gene ndo poderiamos sugerir uma terapia mais eficaz (Figura
10).

Esse tipo de resultado, precisa ter suas consequéncias ponderadas: embora a alta expressdo de
SYT1 e MGMT correlacionem com sensibilidade a radioterapia sozinha e RT+CCNU ou RT+IRINO,
respectivamente, dados clinicos indicam que tanto pacientes com baixa quanto pacientes com alta
expressao desse gene se beneficiam da TMZ, ndo levando a necessidade de substituir a terapia padrao por

tentativas empiricas de melhora-la (Figura 10).

Figura 10 Grdficos de sobrevida de pacientes que receberam, ou ndio, tratamento com TMZ, utilizando dados do TCGA e segregando pela mediana
em A) baixa expresséo (tons de azul) ou B) alta expressdo (tons de vermelho) de cada gene indicado, para comparar o beneficio do tratamento com TMZ.
Os valores dentro de cada grdfico de Kaplan Meyer indicam o p-value segundo o teste de Log-rank (Mantel-Cox) e de Gehan-Breslow-Wilcoxon
respectivamente. C) apresenta uma correspondéncia entre os niveis de expressdo do mesmo gene nas culturas primdrias e a sensibilidade aos diferentes
quimioterdpicos in vitro. Em € apenas TMZ e os fdrmacos cujas correlagées apresentaram p < 0,05 sGo mostradas, os nimeros dentro de cada grdfico se
referem ao valor de r e estdo na mesma cor do tratamento que representam, a saber: preto = RT (radioterapia), cinza escuro = TMZ30 (temozolomida 30
uM), cinza claro = TMZ50 (temozolomida 50 uM), laranja = VC (vincristina), verde = CCNU (lomustina), roxo= irino (irinotecano); para cada cor, linhas
continuas referem-se a regresséo linear do fdrmaco sozinho e linhas pontilhadas referem-se a regresséo linear do tratamento combinado do farmaco com
radioterapia.
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Além desses genes, dados publicados em colaboracdo com o grupo da Dr. Fernanda Morrone,
mostram que o nivel de expressdo e o silenciamento de P2RX7 correlacionam com a sensibilidade das
linhagens de glioma ao ATP e a radioterapia (Gehring et al., 2012; Gehring et al., 2015). Segundo esses
resultados, esse receptor purinérgico ativado por ATP responde da mesma maneira ao nucleotideo e a
irradiacdo: levando a abertura de um poro na membrana celular que leva a morte celular apoptdtica. Com
base nas culturas primarias analisadas ndo encontramos essa correlacdo entre expressao e sensibilidade
a radioterapia (Figura 11). E importante lembrar que a capacidade de ativacdo do receptor e abertura do
poro nao foi medido nas culturas primarias e que alguns autores sugerem que isso sé acontece na presenca
de P2RX7 acoplado a panexina (cuja expressdo nao foi mensurada neste trabalho nem nos anteriores), o
que poderia explicar o viés encontrado entre as linhagens e as culturas primdrias. Nas culturas primarias,
podemos observar a correlacdo entre a expressao de P2RX7 e a sensibilidade a vincristina administrada

isoladamente, mas ndo quando combinada a RT.
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Figura 11 Correlagéo entre a expressédo de P2RX7 e a sensibilidade a radioterapia e/ou ATP in vitro nas culturas primdrias.
Valores de r estdo representados proximo a cada regressdo linear, em todos os casos p>0,05. RT = radioterapia, ATP = adenosina
trifosfato.

4.4.3.Materiais e métodos para expressao induzida de mRNA

Com o intuito de identificar genes que tém sua expressdo aumentada, ou marcam células
tolerantes a TMZ, a expressdo dos mesmos 14 genes citados acima foi analisada apds o tratamento. Nesse
caso as células foram mantidas por cinco dias com TMZ 30 uM, ao fim dos quais foram lisadas com Trizol-
cloroférmio (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). e seguiram o mesmo protocolo para extracdo,
amplificacdo e deteccdo ja descrito acima.

A Figura 12 apresenta a variagao da expressdo entre as diferentes culturas primarias, sendo que,

para cada gene, a coluna da esquerda representa o Log102"2" (gene alvo-normalizador) na express3o basal
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e a coluna da direita nas células tolerantes a TMZ. Quando a expressao basal ou apds tratamento ndo pode

ser detectada o resultado esta representado fora da escala.

4.4.4.Resultados da expressdo induzida de mRNA

Considerando os genes citados, ndo encontramos correlacdo entre a sensibilidade a TMZ (% de

células remanescentes no 122 dia em relagdo ao controle) e a variacdo da expressdo que acontece nas

célula tolerantes ao tratamento (Logio2¢Trado | 0g24¢™asel) ~ sygerindo que nenhum desses seria

marcador de tolerancia, células tronco tumorais e/ou senescéncia, ou que os mecanismos que levam a

resisténcia nas diferentes culturas primdrias sao variados.

Mas, quando consideramos apenas as culturas resistentes a TMZ (numero de células

remanescentes apds o tratamento maior que 90% em relagdo ao controle), aquelas com maior aumento

de MGMT depois do tratamento sdo também as mais resistentes (r = 0,63, p < 0,05).
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Figura 12 Andlise de expresséo génica basal (U) ou induzida/selecionada com cinco dias de tratamento com TMZ 30
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4.5.Andlises de autofagia e senescéncia

4.5.1.Materiais e métodos para analises de autofagia

Afim de verificar se processos celulares podem estar envolvidos com a resisténcia a quimioterapia,
foi realizada marcagdo de componentes intracelulares 4cidos, que indicam niveis de autofagia 3,5 e 7 dias
apos inicio do tratamento com a terapia padrao para esses tumores (TMZ), além da terapia anteriormente
utilizada na clinica, que apresentou bons resultados nos testes de sensibilidade (PCV), e com o farmaco
gue teve maior eficiéncia nos testes de sensibilidade in vitro (PTX).

Nos dias pré-determinados, as culturas foram ressuspendidas com tripsina 0,25%, que foi
inativada com meio de cultura (DMEM/F12 + 10% SFB) contendo laranja de acridina (AO, 1 pg/mL = 2,7
UM, Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA)). Apds 15 minutos, no escuro, em temperatura ambiente, a
suspensdo celular foi analisada em um citometro de fluxo para medida da relacdo entre a marcacdo
vermelho/verde (Red-to-Green Fluorescence Intesity Ratio, R/GFIR), conforme ja descrito pelo nosso
laboratério (Thome et al., 2016). Esse corante é permeavel em células viaveis sendo que o fluoréforo verde
pode ser detectado em todo o citoplasma, exceto em ambientes acidos, nos quais ele é protonado e
aprisionado. Nessas vesiculas o AO emite fluorescéncia vermelha. Sendo assim, a relagdo entre as duas
fluorescéncias indica que a célula foi marcada adequadamente e quanto desse corante foi acidificado pode

indicar o nivel de autofagia.

4.5.2.Resultados das marcagao com laranja de acridina

A Figura 13 mostra a porcentagem de células acima de um limiar de R/GFIR (AO+ ou R/GFIR+),
considerando-se uma autofagia populacional basal em torno de 4 - 5%. Existe uma ampla variagdo entre a
porcentagem de células positivas entre as culturas primarias, mas de maneira geral, TMZ foi menos
eficiente em aumentar o numero de células autofdgicas. PTX foi o mais eficiente tanto em induzir
diminuicdo da populacdo, quando em aumentar a quantidade de células R/GFIR+, levando a marcagdo
positiva de mais de 50% das células em algumas culturas. Os resultados obtidos com PCV, tanto de
diminuicdo da populagdo quanto de autofagia, foram heterogéneos, abrindo caminho para combinacdes

alternativas que potencializem ambos efeitos.
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Figura 13 Marcagéo com Laranja de Acridina apds tratamento com os farmacos nos tempos indicados (3, 5
ou 7 dias em contato com o quimioterdpico) nas diferentes culturas primdrias. SGo consideradas AO+ as células que
atingiram determinado R/GFIR (dupla marcagdo verde/vermelho). PTX foi o maior indutor de marcagéo autofdgica,
enquanto TMZ foi o menor e PCV apresentou niveis variados entre as culturas.



4.5.3.Correlagdo entre autofagia e morte

Além da marcagdo com AO, uma imunodeteccdo para proteinas da via da autofagia e da apoptose
foi realizado. Cinco dias apds os tratamentos citados, as células foram lisadas, quantidades iguais de
proteina para cada tratamento foram separadas em gel de acrilamida 12,5%, transferidas para membrana
de PVDF e seu conteudo foi sondado com anticorpos primarios (Cell Signaling Technology), marcadores de
fluxo autofagico: LC3 (#2775, Anti-LC3B, 1:1000) e p62 (#5114, antiSQSTM1/p62, 1:1000), e morte celular:
PARP (#9542, Anti-PARP, 1:1000), incubados overnight. A ligacdo do anticorpo primarios aos antigenos foi
detectada com a ajuda de um anticorpo secundario anti-rabbit (#7074, 1:2000, incubado por 2h) fusionado
a peroxidase, seguidos de incubacdo com ECL e exposi¢cdo a filmes de raio-X (Kodak-Xmat), conforme
descrito pelo nosso grupo para essas proteinas (Filippi-Chiela et al., 2015; Thome et al., 2016). A marcacdo
da membrana com Comassie Blue foi utilizada para controle de carregamento (LC). Os dados estdo
representados na Figura 14 e na Figura 15. De maneira geral o numero de células ao final do tratamento
correlaciona inversamente com o aumento da incorporacdo de laranja de acridina (R/GFIR+), como pode
ser observado na Figura 14, a excecdo da LSO5 e LS22.

As culturas LSO5 e LS12 foram utilizadas em uma triagem de expressao de diferentes proteinas por
imunodeteccdo. Curiosamente nao foi possivel detectar expressao de p62 por essa técnica na cultura LS05
e o protocolo ndo pode ser aplicado na LS22 devido ao crescimento mais fastidioso. Esse resultado nao foi
confirmado por outras técnicas, mas pode explicar o aumento da R/GFIR como uma tentativa futil de
degradacdo intracelular de organelas e proteinas danificadas apds o tratamento. Uma vez que p62 carreia
proteinas para a degradagdo, sua auséncia pode levar a formagdo e fechamento incorreto dos
autofagossomos, ou seja, sem que ele esteja carregado adequadamente e depende da fun¢do de
homdlogos dessa proteina, que até onde se tem conhecimento ndo sdo capazes de executar as fungdes

da p62 na totalidade (Komatsu et al., 2007; Ichimura et al., 2008).
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Figura 14 Correlagdo entre aumento de autofagia e sensibilidade aos quimioterdpicos citados. Em destaque a cultura
LS12 que apresenta niveis normais de p62 e comporta-se como as demais na correlagdo entre aumento de morte e aumento de
células AO+ e a cultura LSO5 que ndo apresenta p62 e comporta-se de maneira anémala. pERK estd representada como controle
positivo para imunomarcagdo na membrana. LS22 também estd destacada por diferenciar-se das demais na marcagdo com AQ.

O gene que codifica para p62, denominado SQSTM1, localiza-se no cromossomo 5¢35.3, nenhum
dos outros genes que foram analisados localizam-se nesse cromossomo, o que poderia sugerir delecdo de
grandes porgdes nesse brago. Embora dele¢des de p62 ndo sejam frequentemente relatadas na literatura,

observagdes de alteragdes no numero de cdpias de SQSTM1 na plataforma UCSC Cancer Browser

(disponivel em https://genome-cancer.ucsc.edu/proj/site/hgHeatmap/, acessado em junho de 2017)

sugerem que essa delegdo é mais frequente em tumores do subtipo proneural com fenétipo G-CIMP. Esse
subtipo caracteriza-se por ser mais comum em adultos jovens e tem bom progndstico, além disso, o
fenétipo G-CIMP é mais comum em tumores de baixo grau, e glioblastomas secundarios (Olar e Aldape,
2014), caracteristicas encontradas no paciente cujo tumor deu origem a cultura LSO5 (29 anos ao
diagndstico em 2012 quando foi ressecado pela primeira vez, 30 anos quando houve a ressec¢do para
obteng¢do da LSO5). Para confirmar esse fendtipo nesse tumor precisariamos realizar sequenciamento

desta regido e de IDH1/2 (frequentemente mutado nesses casos).

4.5.4.Materiais e métodos para o blogueio da autofagia
Ao verificar que diferentes culturas primarias induziam diferentes niveis populacionais de

autofagia apds os tratamentos citados acima, principalmente quando tratadas com PCV, um bloqueador
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do fluxo autofagico foi administrado juntamente ou apds os farmacos citados, para avaliar seus efeitos no
crescimento da populagdo. Cloroquina é um bloqueador cldssico, do final dessa via, impedindo a
acidificacdo dos lisossomos (ao nivel desejado de pH), e consequentemente dos autofagossomos.
Resultados de um estudo clinico utilizando esse bloqueador (150 mg/dia, por 12 meses) em combinacdo
com BCNU e radioterapia, apds a ressec¢ao cirurgica em gliomas, revelaram um aumento de 11 para 24
meses na sobrevida. Embora sem diferenca na taxa de morte, mostrou-se boa tolerabilidade ao
tratamento, sem informar concentragdo plasmatica atingida (Sotelo et al., 2006). Esse farmaco ja vem
sendo administrado para o tratamento de maldria ha vdrias décadas, e medidas em pacientes portadores
desse parasita demonstram que apds a administracdo de 10 mg/kg a concentracdo plasmatica varia entre
65 ng/ml (126 nM) e 263 ng/ml (510nM) (Walker et al., 1983), embora haja grande divergéncia entre os
relatos (e dentro de um mesmo relato) e as concentracbes plasmaticas sejam mais baixas em pacientes
mais jovens (Maitland et al., 1997). Ha divergéncias entre os autores, se concentracdes tdo baixas seriam
capazes de inibir a autofagia, sendo que concentragdes comumente usadas in vitro variam entre 10 — 30
UM (Bristol et al., 2013) até 75 uM (Geng et al., 2010). Por ndo acreditar que resultados in vitro com doses
tdo altas possam ter valor preditivo do que aconteceria no tumor do paciente, optamos por utilizar a
concentracdo de 100 nM e manté-la em contato com as células pelo mesmo periodo que o outros
quimioterdapicos administrados.

O bloqueio causado pela adi¢do de cloroquina (CQ) ndo pode ter seu efeito avaliado na citometria
de fluxo com marcagdo de laranja de acridina, pois sua adi¢gdo ocasionou deslocamento geral da populagao
duplamente marcada na citometria de fluxo, sem refletir aumento do fluxo autofagico. Isso acontece
porque, embora o mecanismo de a¢do da CQ seja dependente do bloqueio da acidificagdo do lisossomo,
ainda ha aumento de tamanho dos autofagolisossomos suficiente para ocorrer a entrada e protonagdo do
corante, que emite fluorescéncia vermelha, com aumento ou ndo do pH em questdo (Thome et al., 2016).
Para contornar esse viés metodoldgico, escolhemos o tratamento com maior variagdo de marcagdo com
AO e morte e combinamos com CQ (PCV+CQ) para analises da lipidagdo de LC3 e da degradacgdo de p62
pela imunodetecgdo, no quinto dia de tratamento, conforme ja descrito acima. Rapamycin (R0395), BafAl
(B1793), TMZ (T2577), Hoechst 33258 (B1155) and the fluorescent dye Acridine Orange hemi(zinc chloride)

salt (A6014) were purchased from.

4.5.5.Resultados do bloqueio da autofagia

Os resultados obtidos com a técnica de imunodeteccdo, 5 dias apds o inicio do tratamento estdo

mostrados na Figura 15. A combinag¢do Rapamicina + Bafilocina (compradas da Sigma-Aldrich) foi utilizada
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como controle positivo da indugdo e do bloqueio da autofagia e de clivagem de PARP (cPARP), esperando-
se assim aumento da banda em p62, aumento da banda inferior de LC3 (referente a isoforma lipidada) e
aumento da banda inferior de PARP (referente a isoforma clivada), com esse tratamento, administrado
apenas 24 horas antes da lise das células. Podemos observar ampla variacdo entre as culturas. Nao foi
possivel realizar a deteccdo de algumas proteinas em algumas culturas (representadas como retangulos
em branco na coluna da direita). De maneira geral o tratamento com TMZ ndo gerou alteracGes nas
imunomarcacdes, como era esperado, uma vez que praticamente ndo diminuiu a populacdo nem teve
expressiva marcacdao com laranja de acridina. PTX e PCV aumentaram os niveis de p62, sugerindo menor
degradacdo de proteinas pelo processo autofdgico. As marcacdes de LC3 foram fracas e dificultam as
interpretagdes. Ndo podemos concluir em qual passo do fluxo ha bloqueio, mas aumentos de incorporagdo
de laranja de acridina (na coluna da esquerda) sugerem que provavelmente houve formacdo de
autofagolisossomos, mas ndo houve degradacdo, exceto na LS20, onde ndo houve aumento de p62. Essa
hipdtese pode ser reforcada comparando com os resultados apds a adicdo de cloroquina, um bloqueador
classico desse passo final e que apresenta bandas de intensidade semelhante tanto sozinha quando
combinada ao tratamento com PCV; e pelo fato de que as bandas de p62 detectadas apds o tratamento
de PCV+CQ sdo mais intensas que aquelas encontradas no controle positivo de indugdo e blogueio (Bafilo

+ Rapa).

4.5.6.Materiais e métodos para analises de senescéncia

Dados da literatura sugerem que ha uma relagdo a nivel populacional entre os niveis de autofagia
e senescéncia, sendo que a primeira, de maneira pulsada e controlada, parece ser necessaria para o
desfecho da segunda (Kang et al., 2015). Dados do nosso grupo, apds o seguimento de células individuais
marcadas com GFP-LC3, ndo confirmam esse achado a nivel celular. Levando em considera¢do que os
achados de correlacdo entre morte e autofagia também sdo populacionais, realizamos a busca de
correlagdo entre autofagia e senescéncia nesse nivel apds oito dias de tratamento (cinco dias em contato
com o farmaco seguidos de 3 dias em meio livre de droga). No tempo indicado, a monocamada de células
foi lavada 1x com PBS, fixada com paraformaldeido 2% por 10 minutos, e os nucleos corados com DAPI
300 nM por 10 minutos. Em torno de 100 ntcleos fluorescentes (variando entre 70 nos tratamentos mais

agressivos e 150 nos controles) foram fotografados em microscépio invertido Zeiss no aumento de 200x.
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Figura 15 Comparagdo entre a indugdo de autofagia (coluna da esquerda) nos tempos indicados para cada tratamento
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de autofagia, sugerindo que esse pode ser mecanismo de evas@o a apoptose. cPARP: PARP clivada
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As anadlises morfométricas nucleares, foram realizadas conforme metodologia descrita pelo nosso
grupo (Filippi-Chiela et al., 2012), com o auxilio do software ImageProPlus, utilizando a planilha disponivel

em http://www.ufrgs.br/labsinal/NMA/ para categorizacdo dos nucleos. Essa metodologia, além de

senescéncia também qualifica e quantifica os nlcleos quanto a catastrofe mitdtica (mostrados no grafico

como irregulares) e apoptose.

4.5.7.Resultados das analises morfométricas nucleares

Como podemos observar na Figura 16, o tratamento com TMZ induziu pouca diminuicdo na
populagdo 12 dias apds o inicio do tratamento (5 dias em contato com o farmaco seguidos de 7 dias em
meio livre de droga) de quase todas as culturas analisadas, exceto na LS24, e essa baixa eficiéncia é
acompanhada por inefetiva alteracao nos parametros das culturas LS05, LS12, LS16, LS17 e LS20.

PTX age sobre microtubulos e impede a correta segregacdao cromossdmica, o que pode levar a
catastrofe mitdtica (representada nos graficos como nucleos irregulares) ou senescéncia. De maneira
geral, a resposta ndo foi homogénea entre as culturas, pois observamos uma alternancia entre o aumento
de nucleos irregulares e senescentes apds esse tratamento. Outro fdrmaco com resposta variavel foi o
PCV, o qual ja tinha mostrado respostas diferentes dependendo da cultura analisada nos outros
parametros mostrados acima. PCV induziu, por exemplo, semelhantes porcentagens de células AO+ e de
diminuicdo do numero total de células nas culturas LS16, LS17 e LS24 (Figura 13), mas maior porcentagem
de senescéncia apenas na LS17 (Figura 16).

A combinacgdo de PCV + CQ, que teve resposta relativamente homogénea na marcac¢do para p62
(Figura 15) apresentou uma gama de resultados na analise nuclear. CQ sozinha teve efeito praticamente
nulo sobre LSO5, LS12, LS17, LS20 e LS24. Porém foi capaz de aumentar a porcentagem de células
senescentes quando combinada com PCV nas culturas LS05, LS12, LS16 e de nucleos irregulares na LS16 e

LS24.
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Figura 16 Comparativo entre sensibilidade aos quimioterdpicos e mecanismos celulares. Apds cinco dias de tratamento
as células foram mantidas por mais sete dias em meio livre de droga e a porcentagem total de células em relagdo ao controle estd
representada na parte superior. No oitavo dia, uma parte da populagdo teve seus ntcleos analisados para categorizar fenémenos
que culminam na diminuigéo do numero final de células. Um exemplo de cada categoria de nicleo medido é mostrado. TMZ teve
pouco efeito em induzir alteragées ao longo do periodo, exceto na linhagem LS24. Porém PTX aumentou a quantidade de ntcleos
irregulares, sinbnimo de catdstrofe mitdtica, que pode explicar a diminui¢cGo do numero final de células. A adigdo de CQ ao
tratamento com PCV levou ao aumento de senescéncia.
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4.5.8.Materiais e métodos para andlise de sensibilidade apés bloqueio de autofagia

Para saber se esse bloqueio causado pela combina¢do de CQ a PCV é mais eficiente na redugdo do
numero final de células que os dois farmacos isolados, foram realizados experimentos de crescimento
populacional cumulativo com o retratamento das culturas. O desenho experimental foi semelhante ao
descrito acima (na se¢do 4.3.6 Materiais e métodos para anadlise da sensibilidade ao retratamento, da
pagina 68), mas nesse caso as células foram tratadas primeiramente com TMZ, PCV ou PTX e na segunda
rodada receberam PCV, CQ ou PCV+CQ. Em ambas as rodadas de tratamento as células permaneceram
em contato com o farmaco por cinco dias, seguidos de meio livre de farmaco por mais 7 dias. Doze dias
apos o inicio do primeiro tratamento as células foram ressuspendidas, uma parte foi contada em citdmetro
de fluxo e o restante foi dividido em 4 partes iguais, cada uma dessas partes foi tratada, apds a adesdo das
células (~24horas depois da ressuspensdo), com uma das seguintes condi¢cdes: DMSO, PCV, CQ ou PCV+CQ
durante cinco dia. Ao final desse periodo as culturas permaneceram mais 7 dias em meio livre de droga

antes da medida do nimero final de células.

4.5.9.Resultados populacionais do bloqueio de autofagia

Os resultados dos retratamentos com PCV, CQ e PCV+CQ estdo representados na Figura 17 sendo
varidvel entre as culturas. Novamente, os efeitos de diminuicdo da proliferacdo causados por PCV sdo
maiores nas culturas que tem maior porcentagem de células AO+. De maneira geral, CQ administrada
sozinha apdés uma rodada de tratamento parece ndo ter efeito sobre o crescimento do tumor,
especialmente quando administrado apds TMZ, j4 a combinagdo de PCV + CQ na segunda rodada
apresenta resultados eficientes, principalmente quando feita apds PTX, mas ndo parecem seguir um

padrdo de eficiéncia.

Figura 17 Crescimento cumulativo apds o tratamento por cinco dias com TMZ, PCV ou PTX e contagem no décimo
segundo dia (primeira flexdo nos grdficos), seguidos por replaqueamento e segunda rodada de tratamento com PCV, CQ ou
PCV+CQ (segunda flexdo nos grdficos).
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4.6.Resultados gerais

Com base nos resultados de andlises celulares e de expressdo génica ndo pudemos encontrar um
Unico padrdo ou marcador que pudesse ser generalizado para todas as culturas. Cada uma das linhagens
derivadas de pacientes tiveram um comportamento préprio, e de maneira geral, diferente das demais.
Um aumento do nimero amostral, a fim de contemplar a heterogeneidade dos tumores, poderia ajudar a
definir padrdes de resposta melhores.

Podemos utilizar a LS24 como exemplo, ja que foi a Unica linhagem sensivel a TMZ nos testes de
contagem do numero de células, onde os demais parametros analisados apds esse tratamento convergem
para um forte efeito em todos os niveis, tanto de autofagia, quanto indugdo de senescéncia e alteracGes
de expressdo de alguns genes, mas cujos resultados ndo puderam ser confirmados com sugestdo de
mecanismos gerais de acao que possam ser extrapolados, uma vez que nao puderam ser comprovados

com outras culturas primarias.
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5. ARTIGO CIENTIFICO

O artigo cientifico intitulado “Vinblastine and antihelmintic mebendazole potentiate
temozolomide in resistant gliomas” foi publicado no periddico Investigational New Drugs (ISSN: 0167-6997
(Print) 1573-0646 (Online)), com fator de impacto: 3.484.

O inicio desse estudo foi feito pelo dr. Andrew Oliveira Silva, que durante a sua tese de doutorado
buscou associa¢des de farmacos capazes de potencializar o efeito da TMZ, em linhagens celulares. Como
pode-se observar na Figura suplementar 2 do artigo, a associacdo de MBZ ou VBL a TMZ foi capaz de
eliminar algumas linhagens parcialmente sensiveis a esse ultimo farmaco. Apenas uma linhagem comercial
humana (U138) dentre as 5 testadas ndo pode ser eliminada com a dupla combinagdo (TV ou TM),
levantando a necessidade de uma tripla combinacdo para retardar o crescimento apds tratamento. Nesse
artigo, combinando os dados de linhagens celulares com os dados em culturas primarias, mostramos como
a tripla associacdo entre TMZ, VBL e MBZ (TVM) é mais eficiente em potencializar o efeito do tratamento
padrdo, mesmo em culturas parcialmente resistentes a TMZ.

Os resultados mostraram que a combinagdo de TVM, em concentragdo préoximo a plasmatica de
cada farmaco, é capaz de eliminar ou retardar o aumento populacional, induzir parada no ciclo e
senescéncia, sendo esse efeito mais pronunciados em células com baixa expressdo de FGFR3 e AKT2.
Quando niveis de expressdo desses genes (FGFR3/AKT2) foram analisados no banco de dados do TCGA
observamos que pacientes cujos tumores tem menor expressdo de ambos genes tem uma resposta nula
ao tratamento com TMZ. Esses resultados combinados encorajam a selegao desse grupo de pacientes

(FGFR3'"%/AKT2Y) para futuros estudos utilizando vimblastina e mebendazole como adjuvantes da TMZ.
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Summary Glioblastoma (GBM) is a very aggressive tumor
that has not had substantial therapeutic improvement since the
introduction of temozolomide (TMZ) in combination with
radiotherapy. Combining TMZ with other chemotherapeutic
agents is a strategy that could be further explored for GBM. To
search for molecular predictors of TMZ resistance, the TCGA
(The Cancer Genome Atlas) database was utilized to assess
the impact of specific genes on TMZ response. Patients whose
tumors expressed low levels of FGFR3 and AKT2 responded
poorly to TMZ. Combination treatment of vinblastine (VBL)
plus mebendazole (MBZ) with TMZ was more effective in
reducing cell number in most cultures when compared to
TMZ alone, especially in cells with low expression levels of
FGFR3 and AKT2. Cell cycle distribution and nuclear mor-
phometric analysis indicated that the triple combination of
TMZ, VBL and MBZ (TVM) was able to induce polyploidy
and senescence, in addition to increasing the Notch3 RNA
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level in patient-derived gliomas. Thus, this set of data suggests
that the triple combination of TMZ, VBL and MBZ may be a
considerable therapeutic alternative for the TMZ-tolerant gli-
omas that harbor low expression of FGFR3/AKT2.

Keywords Glioblastoma - Temozolomide - Vinblastine -
Mebendazole - Long-term analysis

Introduction

Glioblastoma (GBM) is the most common and aggressive
adult brain cancer, and in the past decades, all advances in
therapeutic development for this tumor have resulted in little
improvement in overall survival (OS) and life quality for pa-
tients, in part due to the restricted access to several drugs
imposed by the blood-brain barrier (BBB). Surgery remains
the most effective treatment modality for this cancer, as few
chemotherapeutic interventions significantly improve
progression-free survival (PFS) and OS [1, 2]. Radiotherapy
(RT) is the most accepted adjuvant beneficial therapy [3] and
is normally followed by TMZ treatment, which can be orally
administered and normally has mild side effects. TMZ com-
bined with RT leads to an OS of 14.6 months versus
12.1 months for RT alone [4]. Since 2005, when it replaced
the PCV cocktail, a combination of two alkylating (procarba-
zine and CCNU) and one anti-microtubule (vincristine) agent,
TMZ treatment has been used as the standard chemotherapy to
treat GBM patients [5]. Despite the increase in PFS and OS
observed from PCV + RT when compared to RT alone, espe-
cially for low-grade gliomas (LGG) [6], several studies have
shown therapeutic advantages of TMZ compared to PCV [4,
7, 8], such as weaker side effects [9, 10], greater efficacy when
associated with RT [11] and greater efficacy in almost all
subtypes of glioma patients [4, 11-13].
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There are hundreds of clinical trials aimed at identifying
TMZ adjuvants or substitutes, including new inhibitors and
monoclonal antibodies or even old drugs, part of the so-called
repurpose programs [1, 2, 14]. This includes nitrosoureas,
vinca-derived alkaloids, taxanes and platinum-based antineo-
plastic drugs or other agents, such as valproic acid and
mebendazole (MBZ) [14-16].

In general, vinca-derived alkaloids interact with tubulin
subunits at nanomolar concentrations, blocking polymeriza-
tion and microtubule assembly, leading to cell cycle arrest and
apoptosis [17]. Vinblastine (VBL), a member of this family of
molecules, also acts on the cancer microenvironment through
an antiangiogenic mechanism [18, 19]. LGG, as well as a
broad range of cancers, are treated with VBL [19, 20] with
limited side effects and a good therapeutic response [18].

Mebendazole, a benzimidazole-derived drug, is a well-
known drug used in helminthic therapy that significantly per-
meates the BBB, being used to treat cystic echinococcosis and
other parasites found in the central nervous system (CNS)
[15]. MBZ is an anti-microtubule agent that has been tested
in several pre-clinical models of human cancers [15], includ-
ing GBM [21]. MBZ was tested in three phase I clinical trials:
two of them evaluating it in combination with TMZ, one to
treat GBM (NCT01729260) and another to treat recurrent/
progressive pediatric brain tumors (NCT02644291); a third
trial assessed MBZ in combination with vincristine,
carboplatin, irinotecan, and bevacizumab, including low and
high-grade glioma (NCT01837862). The results of these clin-
ical trials remain unpublished (ClinicalTrials.gov was
accessed in April 2017).

In this study, we show that the combination of TMZ with
VBL and MBZ (TVM) reduced the number of cells in GBM
cell lines and patient-derived glioma cell cultures, decreased
G1 phase subpopulations and led to an accumulation of poly-
ploid cells. TVM treatment also increased the proportion of
cells with a senescent phenotype and increased Notch3 RNA
expression. Moreover, we observed a correlation between
FGFR3 and AKT2 RNA expression and the level of tolerance
to TVM treatment. These data can be used to screen for po-
tentially eligible patients to be treated with these drugs.

Material and methods
TCGA data

Gene expression and clinical data for GBM were downloaded
from hitps://genome-cancer.ucsc.edu/ (January 2017). Gene
expression subgroups were divided using the median
expression value. Patients who received at least one
administration of TMZ were considered TMZ+. The impact
of gene expression on patient prognosis was evaluated using
the Kaplan-Meier (KM) method, and statistical analyses were

@ Springer

performed using GraphPad Prism 6 software. A log-rank test
and Gehan-Breslow-Wilcoxon test were performed, and both
p values are shown. The former equally weights every death,
while the latter gives more weight to deaths at early time
points.

Cell culture and drugs

Human GBM cell lines U87, A172, U251, and U138 and
murine GBM cell line C6 were obtained from American
Tissue Culture Collection (ATCC, Rockville, MD). U343
cells were generously provided by Dr. Paulo Roberto Dauria
Vieira de Godoy (Department of Genetics, University of Sdo
Paulo (USP), Brazil) [22]. Cells were cultured in DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) with low glucose and
supplemented with 10% Fetal Bovine Serum (FBS), 1%
penicillin/streptomycin and 0.1% amphotericin B at 37 °C
and 5% CO; in a humidified incubator. All culture material
and reagents were purchased from Gibco Laboratories (Grand
Tsland, N'Y, USA).

Patient-derived cell cultures were obtained from patients
who submitted to surgical resection at Sdo Lucas Hospital
from Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul
(PUCRS), in accordance with the appropriate guidelines and
cthical protocols (Ethical committee approval protocol at
UFRGS: 420.856 and at PUCRS: 429.849) and after
obtaining informed consent. Tumor samples were classified
according to World Health Organization (WHO) criteria
(Supplementary Table 1). Immediately after surgery, tumors
were placed in a sterile test tube containing CMF glucose
buffer supplemented with penicillin (100 U/mL), streptomy-
cin (100 pg/mL), kanamycin (25 pg/mL) and amphotericin B
(0.63 pg/mL). Tumor samples were transferred to the cell
culture laboratory at room temperature. Within 1 to 3 h after
collection, tumors were washed, minced, and mechanically
dissociated into single cells. Red blood cells were partially
eliminated by centrifugation. Tumor cells were cultured in
DMEM/F-12 media supplemented with 10% FBS at 37 °C
and 5% CO, in a humidified incubator and used only after at
least two passages.

TMZ, VBL and MBZ were purchased from Sigma-Aldrich
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA) and dissolved in dimeth-
yl sulfoxide (DMSO, Acros Organics, NJ, USA). In patients,
an administration of 100-250 mg/m® of TMZ leads to a plas-
matic concentration of 30-70 pM during 5 days [23]. VBL is
clinically administered through intravenous injection or infu-
sion at a concentration of 6 mg/m” [18], leading to a plasmatic
concentration of 2.3-5.0 ng/mL (~2.5-5.5 nM) [20], and one
single administration of MBZ at 10 mg/kg produced a plas-
matic concentration from 17.5 to 500 ng/mL (~59.3—
1690 nM) [24]. Therefore, concentrations of 50 uM for
TMZ, 5 nM for VBL and 500 nM for MBZ were chosen to
be used in these studies. Isolated or combined treatments were
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added to the culture medium as a single dose at day zero and
kept for 5 days, in accordance with the standard schedule of
TMZ administration in GBM patients [4]. After the drug ex-
posure period, remaining cells were kept in drug-free medium
until the end of experiments.

Acute sensitivity and cumulative population doubling
(CPD)

Human cell lines were seeded at a density of 1.5 x 10 cells/
well and C6 cells at a density of 0.8 x 10 cells/well in 12-well
plates and were then treated and analyzed. On specific days,
cells were trypsinized, and a small proportion was used to
measure the number of cells by flow cytometry. Another pro-
portion of the same sample was reseeded to evaluate the long-
term proliferation profile. This process was repeated whenever
the cell culture reached a confluence of 80%. Acute sensitivity
was obtained through the ratio between the absolute number
of cells in the treated groups in relation to the control on day 5.
The long-term proliferation profile was performed through the
cumulative population doubling (CPD) assay, where the initial
and the final values of cells in each time interval were plotted
in a formula: PD = (In (FN) —In (IN))/ In 2, where FN and IN
are the final and the initial number of cells in a given interval,
respectively [25]. The sum of successive population doubling
(PD) values gave rise to the CPD that was plotted in a graph
versus days in culture.

Cell cycle analysis

Cells were treated over the course of 5 days as indicated
above. On the last day of treatment, supernatants and adherent
cells were collected, washed twice with PBS and fixed in cold
ethanol 70% v/v for 1 h. Fixed cells were washed with PBS,
and DNA content was stained with PSSI solution (0.0014 pL/
mL Triton X-100, 20 mg/mL RNAse, 12 mg/mL PI diluted in
PBS) for 45 min at room temperature. Cell cycle distribution
was measured in a GUAVA flow cytometer and analyzed in
GUAVA Cytosoft software (Millipore, Billerica, MA).

Nuclear morphometric analysis (NMA)

Cells were treated for 5 days and maintained for an additional
3 days in drug-free medium, fixed with paraformaldehyde 4%
(v/v) for 30 min at room temperature and stained with 300 nM
DAPI in PBS for 30 min. Fluorescent nuclei images were
quantified using the software Image-Pro Plus 6.0 (IPP6 -
Media Cybernetics, Silver Spring, MD). The percentage of
normal, small, large and regular, large and irregular and irreg-
ular nuclei were evaluated and classified as previously de-
scribed [26].

Gene expression analysis

Total RNA from GBM cell cultures was extracted using
TRIZOL (Sigma-Aldrich), and 5 pg were used to prepare
¢DNA with M-MLV (Sigma-Aldrich), according to the
manufacturer’s protocol. qPCR was performed in a total
reaction volume of 20 pL, including 10 puL of GoTaq®
qPCR Master Mix, 2 pL of primers (5 pM), and 8 pL of
cDNA (diluted 1:30 in basal primary cultures and control
cortex RNA). The reactions were performed in an Illumina
Eco gPCR System and analyzed using the EcoStudy
Software. The cycling parameters for PCR were as follows:
(1) an initial denaturation step of 2 min at 95 °C; (2) 40 cy-
cles consisting of 10 s at 95 °C, 15 s at 60 °C and 15 s at
70 °C; and (3) 15 s at 70 °C. Gene expression experiments
were performed in triplicate, fold changes were calculated
considering GUSB as the reference gene, and Total Brain
Parietal Cortex RNA (Agilent Technologies, USA) was
used as the control condition for basal expression experi-
ments. For gene expression after 5 days of TVM treatment,
the same reaction protocols were performed, but DMSO-
treated cells were used as the control condition.

Statistical analysis

All correlations and linear regressions were performed using
GraphPad Prism 6 software. Survival KM were plotted and
analyzed in the same program.

Results

Genetic profile can predict response to TMZ in GBM
patients

‘We performed TCGA databank analysis to find genes that pre-
dict resistance of GBM patients to TMZ. TMZ treatment in-
creased the OS when all patients were considered (Fig. 1, left);
however, TMZ had no impact on OS for the 25% of patients
whose tumors had expression levels of AKT2 and FGFR3 be-
low the median value (Fig. 1, right). Notwithstanding, in tumors
with high expression of either FGFR3 or AKT2, TMZ was
effective in increasing patient survival (Supplementary Fig. 1).
Individually, none of the other genetic markers analyzed predict-
ed patients’ resistance to TMZ (Supplementary Fig. 1).

TMZ-resistant glioma cells are sensitive
to the combination of VBL, MBZ and TMZ

To find pharmacological candidates able to potentiate the ef-
fect of TMZ, patient-derived cultures and GBM cell lines were
treated with a broad range of chemotherapeutic agents in com-
bination with TMZ. Among these treatments, VBL and MBZ
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Fig. 1 FGFR3 and AKT2 expression affect response to TMZ. Left:
Survival of TMZ-treated (TMZ+) and untreated (TMZ-) patients from
the TCGA database. Right: Survival of TMZ+ and TMZ- patients with

were previously shown to have acute antitumor properties as
single agents against GBM cell lines [18, 20, 21]. Cell lines
partially sensitive to TMZ alone were entirely ablated by com-
bining TMZ with VBL (TV) or MBZ (TM) (U87 in Fig. 2a
and U251, U343, and A172 in Supplementary Fig. 2).
However, when TV and TM double combinations were used
in the TMZ-tolerant GBM cell lines U138 and C6 [27], the
effects on cell growth were less dramatic, as was the case in
most of the patient-derived glioma cultures (Fig. 2a).
Therefore, a triple combination of TMZ, VBL and MBZ
(TVM) was tested. The CPD assay indicated that TVM treat-
ment was more effective than the double combinations in all
cell lines. In patient-derived cultures, TVM was as effective as
or more effective than double combinations in 5 out of 6
cultures (Fig. 2a and Supplementary Fig. 2). It is important
to mention that the concentrations used for VBL (5 nM) [20]
and MBZ (500 nM) [24] are in the range of the plasma con-
centration found in patients.

Drug tolerance analysis in patient-derived cultures is not a
readily translatable strategy to select patients for specific thera-
peutic options, as patient-derived cultures are not routine in
cancer patient management. However, gene expression analysis
from tumor biopsies can be performed in the clinic. Therefore,
RNA expression levels were assessed in cell cultures for the
same set of genes used in the TCGA databank analysis in order
to assist in predicting tumor tolerance to TMZ and to elect the
best candidate drugs for adjuvant therapy. Basal expression of
FGFR3 (»=0.88, p=0.002) and AKT2 (r=0.81, p=0.015) in
the cultures (normalized to normal cortex RNA purchased from
Agilent) strongly correlated with in vitro TVM response, i.e.,
cultures with high expression of these genes were less sensitive
to TVM (Fig. 2b), suggesting that patients whose tumors harbor
low expression of these genes could benefit from the TVM
combination. Considering other genes, MDR1, MERTK,
PDGFRA and P2RX7 expression levels did not separate
TMZ responders from non-responders (Supplementary Fig. 1)
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FGFR3 and AKT2 expression below the median value (Right). p-values
are indicated for Log-rank (upper) and Gehan-Breslow-Wilcoxon
(Lower) test

and did not correlate with sensitivity to TVM treatment
(Supplementary Fig. 3).

TVM induces cell cycle arrest, polyploidy and senescence
in patient-derived glioma cell cultures

TVM treatment markedly increased polyploidy in LS12 and
LS17 lines and led to an increase in G2/M phase in LS24 after
5 days (Fig. 3a). After 8 days, TVM also greatly increased the
proportion of cells with large and regular nuclei, a morpho-
logical indicator of senescence, in all tested patient-derived
cultures (Fig. 3b). LS24 also presented a small increase in
other morphological features, such as nuclear irregularity
and nuclear condensation (Fig. 3b), indicative of mitotic ca-
tastrophe and apoptosis, respectively, which could explain the
late decrease in CPD compared to other tested patient-derived
cultures (Fig. 2a). Cell cycle distribution and nuclear morphol-
ogy in LS20 were mildly affected by TVM treatment, in
agreement with the small effects observed in the cell prolifer-
ation assay (Fig. 2a).

Gene expression changes between treated and untreated
cells were quite variable among the analyzed patient-derived
cultures. Only Notch3, a gene associated with senescence in-
duction [28], presented high expression in the surviving cell
subpopulation when compared to untreated cells (Fig. 3c), in
agreement with the morphological phenotype of senescence
(Fig. 3B). CDKNI1A (p21VAFVEPY 5 cyclin-dependent ki-
nase inhibitor (CKI) that increases in cell cycle arrest and
senescence [29], was increased only in LS17 and LS20 cell
cultures. When TVM tolerant subpopulations were compared
to untreated populations, EGFR and FGFR3, tyrosine kinase
receptors, were unaffected and upregulated, respectively, in
LS12, LS17 and LS20 cultures, which also presented an un-
altered or an increased expression of stem cell markers such as
Musashi (MSI1), CD133 and CD44. LS24, the most sensitive
patient-derived culture to TVM treatment, presented unaltered
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Fig. 2 Effect of VBL and/or MBZ plus TMZ in long-term analysis in
GBM cell lines and patient-derived cell cultures. A) Long-term analysis
in six patient-derived GBM cultures and three cell lines treated with TMZ
(50 uM), VBL (5 nM) and/or MBZ (500 nM) for 5 days, followed by

or decreased expression for almost all tested genes, with the
exception of Notch3 (Fig. 3c).

Discussion

TMZ chemotherapy became quickly accepted as a component
of standard therapy for GBM malignancy due to its easy ad-
ministration schedule and weak side effects, despite a rather
small improvement in the overall survival of patients [4].
Resistance to TMZ has a strong association with the status
of O°-methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT) pro-
tein expression, but clinical trials designed to inhibit the

14 days in drug-free medium. B) Basal expression of FGFR3 or AKT2 in
cell lines and patient-derived cell cultures (normalized with RNA
expression from adult cortex from Agilent) correlates with the % of
remaining cells after TVM treatment

activity of this protein have failed to improve the antitumor
effects of TMZ [3, 30]. Here, we show that plasmatic relevant
doses of VBL and MBZ potentiate the effects of TMZ in
glioma cell lines and patient-derived cultures, over periods
that are related to the treatment schedules used in the clinic.
In general, VBL and MBZ improved TMZ-induced reduc-
tion in the number of cells, and this benefit can be observed
over a period of 30 days, even in the TMZ-tolerant cell lines
and patient-derived cultures. Previously, it was shown that
TMZ and VBL combination, at similar doses to those used
in this work, was synergistic on cell damage induction,
clonogenicity reduction and cell cycle arrest in glioma
neurospheres through a mechanism involving TMZ-induced
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VBL accumulation inside the cell [31]. The combination of
TMZ and VBL was highly effective in four of the six tested
GBM cell lines, only failing in the TMZ-tolerant GBM cell
lines (C6 and U138). Similarly, all patient-derived cell cul-
tures presenting high tolerance to TMZ were unaffected by
combination with VBL, paving the way for testing the inclu-
sion of a third drug.

Despite sharing a target molecule with VBL, MBZ
binds to the colchicine-binding site on microtubules,
which differs from the vinblastine-binding sites on the
same protein [32]. This could explain the differing
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responses observed primarily in patient-derived cultures
in response to TMZ + VBL and TMZ + MBZ combina-
tions. MBZ is part of the Repurposing Drugs in Oncology
(ReDO) project [15] due to its mild side effects, easy
administration [15] and its promising results in melanoma
[33] and glioma [21] animal models. None of these stud-
ies, however, combined in vitro TMZ with MBZ. We
showed that MBZ potentiated the effect of TMZ alone
in ten of twelve tested glioma cultures. A triple combina-
tion of MBZ with TMZ + VBL was highly effective in
chronically stabilizing or decreasing the cell number in
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most TMZ-tolerant GBM cells (except in LS16 and in
LS20). Flubendazole, another benzimidazole, was shown
to potentiate the effects of VBL by blocking P-
glycoprotein resistance in leukemia and myeloma [34],
indicating that MBZ and VBL could produce additive
antitumor effects. A PCV cocktail was the main GBM
treatment option before TMZ was introduced in the clinic
[11]. Comparing the components of PCV with the pro-
posed triple combination (TVM), VBL has fewer side
effects than vincristine [35]. In addition, some evidence
suggests that vincristine is not able to cross the BBB [36].
MBZ and TMZ are also well tolerated by patients,
supporting the possibility of combining these two drugs
with VBL.

Treatment of glioma cultures derived from patients allowed
a molecular analysis of the subpopulation of cells that tolerat-
ed the TVM treatment, based on alteration in the expression of
a small set of genes related to tolerance. Four primary cultures
exhibited different responses to therapy, and all tested cultures
showed an increase in Notch3 expression after TVM treat-
ment. Notch3 is considered a senescence marker [28] because
it induces expression of E-cadherin and p21 [37], leading to
cell cycle arrest and posterior senescence triggering in fibro-
blasts exposed to oxidative stress or DNA damage [28, 38]. In
our experiments, p21 expression did not increase in all tested
cultures after TVM treatment, suggesting that the mechanism
of senescence induction may differ among cultures.
Moreover, EGFR and other cancer stem cell markers were
increased in the cell culture that was less responsive to TVM
treatment (LS20) compared to the most sensitive cell culture
(LS24), suggesting that stemness may play a role in TVM
tolerance in some, but not all, cultures.

FGFR3 and AKT?2 expression levels were correlated
with TVM sensitivity, with cultures exhibiting high basal
expression being more tolerant to treatment than cells
presenting low basal expression of these two genes.
TCGA databank analysis indicated that expression levels
of FGFR3 and AKT2 could predict the response to TMZ,
since patients whose tumors had high expression of
FGFR3 or AKT2 responded better to TMZ than those
harboring tumors with low expression of these genes.
Tumor cultures with low expression of FGFR3 and
AKT2 were especially sensitive to TVM. Therefore, a
compilation of data from cell culture and databank analy-
sis suggests that the profile of a concomitant low expres-
sion of FGFR3 and AKT2 could be utilized to select
GBM candidates who may be more responsive to TVM
combination treatment.
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Supplementary Table

Sup Table 1 Clinical data available from patients whose tumors originated primary cultures.

Age at Glioma Overall
Gender o ) Surgery Qtx Rtx
Dx Classification Survival
LS12 F 44.8 GBM GIV 277 GTR TMZ 120 TRUE
mg 4
months
LS16 M 29.6 Fibrilar +1211 GTR FALSE FALSE
astrocytoma GlI
LS17 M 394 Gemistocytic 418,0 NTR FALSE TRUE
astrocytoma GllI
LS19 F 53.3 Anaplastic +1277 STR FALSE TRUE
astrocytoma GllI
LS20 M 60.8 GBM GIV +148 STR FALSE TRUE
LS24 M 52.0 GBM GIV +378 GTR FALSE TRUE

Tumor samples were classified by a pathologist according to World Health Organization (WHO)
criteria. The table also includes sex and age of the patient at diagnosis (Age at Dx), overall survival (days),
type of surgery and treatments that the patients received after biopsy. M: male, F: female. GBM:
glioblastoma; GlI: grade II; GllI: grade I1I; GIV: grade IV. GTR: Gross Total Resection, complete resection
of the preoperative fluid-attenuated inversion recovery signal abnormality; NTR: Near Total Resection, <3-
mm thin residual fluid-attenuated inversion recovery signal abnormality around the rim of the resection
cavity only; STR: SubTotal Resection, residual nodular fluid-attenuated inversion recovery signal
abnormality. TRUE: patient received indicated treatment; FALSE: patient did not receive indicated

treatment
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Sup Fig. 1 Overall survival of patients who received (TMZ+) or did not receive TMZ (TMZ-)

according to the expression of the indicated genes from the TCGA databank on TMZ resistance. Numbers

indicate the median OS for each group.
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6. DISCUSSAO

Avancgos na quimioterapia para o cancer vém sendo feitos nos ultimos anos, impulsionados em
parte pela academia e em parte pela industria. Nos ultimos 15 anos houve aprovagdo de mais de 80
farmacos anticancer, contudo, essa revolucdo veio acompanhada de um enorme aumento no custo, que
ultrapassaram 300% ao longo do periodo. Entre esses novos tratamentos, anticorpos monoclonais (mAbs)
e inibidores de tirosina quinase (TKIs) trouxeram avangos dramaticos apds a sua introducdo, e hoje mais
de 10 mAbs e mais de 20 TKls foram aprovados pelo FDA, os quais trouxeram ao mesmo tempo grandes
beneficios e despesas. Embora esse impasse seja reconhecido, praticamente ndo hd consenso entre
pacientes, médicos e sistemas de salide sobre como maneja-lo (Savage, 2017). Além do alto custo, alguns
desses medicamentos recém aprovados pelo FDA também apresentam grandes efeitos colaterais, que
nem sempre sdo proporcionais ao aumento na sobrevida do paciente.

Em paises da Europa Ocidental (como Franca, Alemanha e Reino Unido) e também na Australia e
no Canada uma entidade sancionada pelo governo determina a importancia e o uso de uma nova opg¢ao
terapéutica, decidindo se o medicamento deve ser comprado para a farmacopeia do pais. Ambos levam
em consideracdo eficdcia, toxicidade e preco, no contexto de prevaléncia da doenca, necessidade médica
e alternativas terapéuticas (Schnipper et al., 2015). Nos Estados Unidos, para ajudar médicos e pacientes
a escolher o melhor tratamento baseado no custo x beneficio, a ASCO desenvolveu um score de beneficio
liguido do tratamento na salde do paciente (Net Health Benefit, NHB). Esse score leva em consideragdo a
opinido do paciente e permite que ele pondere os limites de toxicidade e custo desejaveis, entre outros
fatores, para calcular as reais vantagens de determinada terapia sobre sua sobrevida, e com isso encorajar
ou suspender a administragdo. Esse tipo de abordagem para o tratamento ainda esta em desenvolvimento
e precisa de ajustes antes de se transformar em um software de amplo acesso, mas pode ser visto como
um marco para o entendimento entre as necessidades do médico-paciente e a disponibilidade de
pagamento pelos sistemas de saude (Schnipper et al., 2016). No Brasil, nenhum desses fatores é levado
em considerac¢do para a compra, dependendo apenas da aprovacdo para uso no pais, naquela indicacéo,
pela ANVISA.

As abordagens de racionalizagdo da terapia citadas acima, contudo, ndo levam em consideracao a
eficacia do medicamento para cada paciente baseada na individualidade. As predi¢Ges sdo elaboradas com
base em estudos clinicos de fase lll e representam a média de resposta da popula¢do analisada. Embora
seja um avang¢o na racionalizacdo para médicos e pacientes, farmacos como a TMZ, que foram

rapidamente difundidos no mercado, em parte devido a sua facil administracdo e aos poucos efeitos
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colaterais, podem ter seu uso indicado em tumores que ja apresentam resisténcia a ela. Estudos clinicos
ja demonstraram que pacientes portadores de metilagdes na regido promotora do gene MGMT sdo os que
mais se beneficiam desse tratamento (Hegi et al., 2005), sugerindo que esse tipo de teste poderia ajudar
a decisdo médica. Nenhuma das recomendacdes citadas acima leva as abordagens moleculares para
eficacia em consideracdo e tratar um paciente resistente é oneroso para o sistema de salde e para o
paciente. Nesse sentido, testes de predicdo a sensibilidade, que a principio poderiam ser vistos, pelos
gestores, apenas como um custo a mais ao tratamento, poderiam ser vantajosos, uma vez que, embora
aumentem o custo para alguns pacientes, evitam que o fdrmaco seja comprado e administrado sem efeito
antitumoral e/ou gerando apenas efeitos colaterais.

A plataforma clinicaltrials.gov tem pelo menos 350 estudos clinicos anticancer de fase | e Il

cadastrados em andamento (https://clinicaltrials.gov/ct2/search/browse?brwse=intr cat ANeo) e devido

a limites de custo (tanto por parte do paciente como consumidor, quanto da indUstria como investidora)
apenas alguns chegardo a estudos de fase lll. E mesmo assim, alguns desses ndo chegardo a clinica por ndo
aumentarem a sobrevida ou porque seus beneficios ndo compensam seus custos. Esses gargalos tém
implicagGes importantes, em parte porque alguns dos fadrmacos podem ter sido Uteis apenas em subgrupos
de individuos e acabaram sendo abandonados ao longo dos testes mesmo antes dos estudos de fase |,
ou porque o efeito avaliado foi diluido na populagdo como um todo. Isso significa dizer que uma
abordagem mais eficiente é necessaria para o desenvolvimento e o processo de implementagdo de
farmacos, que busque determinar quais deles sdo mais benéficos para o individuo e assegurar que terapias
individualizadas estejam disponiveis. Uma maneira de personalizar essa implantagdo é através do uso de
marcadores de predicdo a sensibilidade, que sdo geralmente especificos para cada agente por refletirem
o desarranjo molecular necessario para que a droga exerca seu efeito (Amin e Bathe, 2016). Um exemplo
interessante vem de um estudo apresentado no NEJM: pacientes portadores de muta¢des em K-ras nao
se beneficiam do tratamento feito com cetuximabe, um anticorpo monoclonal anti-EGFR, que melhora a
OS e o PFS em cancer colorretal ndo responsivo a quimioterapia nos pacientes com K-ras intacta (Karapetis
et al., 2008).

Os resultados apresentados no manuscrito “Vinblastine and antihelmintic mebendazole
potentiate temozolomide in resistant gliomas” derivam de um esfor¢o para otimizar o tratamento de
gliomas com farmacos que ja estdo disponiveis no mercado, com poucos efeitos colaterais, baixo custo e
potencial de aumentar a sobrevida em um grupo especifico de pacientes no qual o quimioterdpico padrao
ndao é eficaz. Essa estratégia tem importancia relevante dentro do contexto custo x beneficio,
especialmente dentro das disponibilidades do sistema de salde brasileiro. A terapia com TMZ tem um
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custo mensal elevado (mais de RS 5 mil/més), enquanto os adjuvantes propostos aumentariam esse custo
em torno de 10%. Considerando as analises demonstradas baseadas nos dados do TCGA, de que pacientes
com baixa expressao de FGFR3 e AKT2 ndo apresentam aumento na sobrevida média quando tratados
apenas com TMZ e de que culturas com esse perfil de expressao respondem melhor ao TVM, os adjuvantes
propostos poderiam melhorar a qualidade de vida desses pacientes, por ndo submeté-los a um tratamento
gue ndo traz beneficios (TMZ sozinha), ou até mesmo por melhorar a sobrevida total. Até onde temos
conhecimento, esse foi o primeiro artigo que mostrou que essa combinacdao de marcadores define um
grupo resistente a TMZ. Embora a triagem para a expressao desses genes (FGFR3 e AKT2) ndo seja feita na
clinica, poderia ser implementada e padronizada. Para que a combinacdo de VBL e MBZ com TMZ possa
ser usada no tratamento dos pacientes no futuro, um estudo de fase I/l precisaria ser aplicado visando
tanto a toxicidade combinada dos farmacos quanto a correta testagem e selecdo dos pacientes nao
responsivos a TMZ (FGFR3%%/AKT2w),

Estudos clinicos baseados em marcadores preditivos ajudaram a reduzir a taxa de falha dos
tratamentos por identificar quais pacientes poderiam se beneficiar dos mesmos. Contudo, o grau de
sucesso dessa estratégia é menor que o esperado para os dias atuais, pois, além da heterogeneidade
inicial, que confere uma resisténcia primaria a alguns clones, apds a terapia pode-se observar a selecdo ou
até mesmo indugdo de resisténcia secundaria em algumas células. Tumores sdo doengas heterogéneas,
tornando o acesso a sua total diversidade praticamente impossivel e inseguro, além disso, bidpsias em
multiplos locais ndo garantem a detecgdo de todas as alteragdes subclonais (Turajlic e Swanton, 2017).
Essa variagdo torna dificil a utilizacdo de testes baseados em uma (ou multiplas) biopsia ressecada, pois
pode nao representar a heterogeneidade e a malignidade do tumor original. Em 1990, von Hoff ja
apontava que testes in vitro tem alto poder de predi¢do de resisténcia mas nao de sensibilidade (Von Hoff,
1990). Ao longo dos anos grandes esforcos foram feitos para melhorar tanto as condi¢Ges de cultura, pois
postulava-se que apenas os clones mais aptos ao crescimento in vitro eram selecionados e testados;
guanto o tipo de teste utilizado, pois para alguns autores testes agudos induziam ao erro por ndo levar
conta o recrescimento da populagao. Mais de 20 anos depois come¢amos a entender que talvez o grande
“calcanhar de Aquiles” da incapacidade de predicdo da sensibilidade seja menos dependente das
condicdes in vitro e seja fortemente influenciado pela amostragem utilizada.

Para dificultar ainda mais a terapia baseada em marcadores moleculares, GBMs ndo apresentam
nenhuma mutagao considerada driver, como acontece em outros canceres, por exemplo o cromossomo
Filadélfia encontrado em leucemia mieloide crénica, que resulta de uma translocagdo dos bragos longos
do cromossomo 9 e 22, e gera uma proteina de fusdo BCR-ABL, uma tirosina cinase constitutivamente
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ativada que pode ser inibida com imatinibe. De fato, imatinibe revolucionou o tratamento desse cancer e
emergiu como um exemplo na busca por terapia alvo (Weathers e Gilbert, 2016). Nos GBM, mesmo a
alteracdo genética mais frequente, amplificacdo de EGFR, é vista em menos de 50% dos pacientes. Embora
os resultados dos inibidores desse receptor tenham sido promissores em cancer de pulmao EGFR-mutado,
em GBM os resultados com erlotinibe e gefitinibe foram frustrantes, provavelmente devido a perda de
resposta causada pela redundancia das altera¢des na via de sinalizacdo e pela heterogeneidade tumoral
(Brandes et al., 2008). Alguns autores sugerem que para esse tipo tumoral estudos clinicos envolvendo
terapias alvo devam ser suspensas até que alguma alteracdo driver seja identificada, ou até que seja
possivel contornar as redundancias de alteracdes genéticas na mesma via de sinalizacao, pois do contrario
haverd resisténcia de parte da massa tumoral (Weathers e Gilbert, 2016).

Apesar dessa heterogeneidade, Howard e colaboradores demonstraram que um ensaio de
quimiosensibilidade in vitro, denominado ChemolD, que identifica a melhor terapia contra o tumor como
um todo e contra CSC, é promissor para individualizar o tratamento desses tumores. Embora o trabalho
dos autores ndo tenha mudado o curso da quimioterapia dos pacientes analisados, que continuou sendo
feito com resseccdo seguida de quimio e radioterapia, uma por¢do do tumor foi crescida em meio de
cultura suplementado com soro fetal bovino e outra em protocolo para enriquecimento de CSC, ambas
foram tratadas com um amplo painel de quimioterapicos e tiveram sua viabilidade medida. As células
provenientes dos tumores dos pacientes também foram crescidas em flancos de camundongos
imunodeficientes, que foram tratados com TMZ e algumas opg¢des despontaram nos ensaios in vitro como
0 mais e 0 menos promissor. Esses experimentos com uma pequena biopsia correlacionaram de maneira
importante com a sobrevida: embora em um dos casos a TMZ tivesse efeito em reduzir consideravelmente
a quantidade total de células, nao foi efetiva em reduzir a viabilidade da cultura enriquecida em CSC e,
tanto no modelo animal quanto no paciente, houve um periodo de regressao seguido por uma recorréncia
que resultou em OS baixa, com recorréncia depois de 12 meses. Em outro paciente, no qual TMZ foi efetiva
em reduzir tanto a quantidade total quanto a porcentagem de CSC, o tratamento com Temodar (nome
comercial da TMZ) foi o mais efetivo no modelo animal e gerou uma PFS > 40 meses no paciente (Howard
et al., 2017). Embora os autores ndo digam depois de quanto tempo de tratamento as analises in vitro
foram feitas, esse artigo demonstra que esses ensaios podem ter capacidade de predicdo e auxiliar no
progndstico, mesmo com dificuldades na amostragem. Porém, de acordo com suposi¢Ges anteriores da
literatura, os experimentos que correlacionaram com a resposta do paciente ndo derivaram de medidas
Unicas de redugdo da massa tumoral como um todo. Experimentos que analisam a proporgao de células
tronco tumorais ou experimentos a longo prazo que levam em conta a recorréncia apds tratamento agudo
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devem ser considerados. Embora no artigo acima nao tenha sido descrito o tempo de analise apés o
tratamento, os graficos de crescimento in vivo representam claramente a importancia de multiplos pontos
de analise. Poucos artigos da literatura fazem essa observacdao do crescimento populacional apds
tratamento in vitro, sendo mais comum medidas sequenciais apenas nas injecdes subcutaneas, com isso,
informacgbes sobre a heterogeneidade e possibilidade de selecdo clonal sdo perdidas, explicando, em
parte, o nimero de falsos positivos nesses testes descritos por von Hoff em 1990 (Von Hoff, 1990).

Em 2008, Li e colaboradores demonstraram que linhagens celulares derivadas de gliomas sao
pouco representativas das alteracdes cromossomais e da expressdao génica desses tumores. Ao
compararem as 5 linhagens (A172, Hs683, T98G, U251 e U87) mais comumente utilizadas com 83 secdes
de gliomas primarios, demostraram que as linhagens citadas, se pareciam mais com linhagens
estabelecidas de outros sitios tumorais do que com as se¢des ndo crescidas in vitro ou in vivo de gliomas
(Li et al., 2008). Quando observamos os nossos dados in vitro, esses resultados sdo preocupantes, uma vez
que paralelo aos testes utilizando culturas primarias, também fizemos os mesmos experimentos em
linhagens comerciais. Por exemplo, a baixa sensibilidade a TMZ nas culturas primarias nos surpreendeu, a
ponto de validarmos todos os experimentos, realizando os mesmos protocolos em pelo menos uma
linhagem celular comercial para ter certeza de que nossos farmacos estavam em boas condicbes e
concentragdes. Além disso, nos testes de sensibilidade apds radioterapia, mostrados na Figura 6 (pagina
65), os resultados da eficiéncia ndo puderam ser quantificados em M059J, uma vez que 12 dias apds os
tratamentos nao pudemos observar células nos pogos, e mantendo a placa de cultura por mais de um més,
anadlises microscdpicas ndo revelaram recorréncia a partir de células remanescentes que poderiam ter sido
despercebidas em uma primeira observagao. O artigo publicado com essa tese pode ajudar a comprovar
essas evidéncias, uma vez que a dupla combinag¢do TV ou TM é suficiente para eliminar 4 das 6 linhagens
celulares testadas, mas ndo é suficiente para eliminar in vitro a populacdo de nenhuma das 6 culturas
primarias testadas.

O conhecimento sobre heterogeneidade e evolugdo clonal dentro dos tumores evoluiu muito nos
ultimos 5 — 10 anos, em paralelo, o sequenciamento de nova geracdo e de células tumorais circulantes
sofreu grandes avangos. Osuka e Van Meir ilustraram a heterogeneidade clonal e seu papel na recorréncia
do tumor apds a resseccdo seguida de quimio/radioterapia para gliomas. Normalmente o clone
responsavel pela recorréncia ndo faz parte da progénie linear do clone dominante no tumor primario, ndo
se sabe exatamente se é porque este é removido durante a ressec¢ao ou eliminado pela terapia, ou porque
que as células responsaveis pela recorréncia sdao mais invasivas e encontram-se mais infiltradas (Osuka e
Van Meir, 2017). Essa ilustracdo, mostrada na Figura 18, aponta para o fato de que, independente das
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melhoras nas condi¢des de cultura e de analise, a incapacidade da amostragem total pode mascarar o
resultado final, uma vez que a terapia baseada em testes de predicdo é baseada nos clones dominantes
na amostragem, explicando a maioria dos falsos resultados de sensibilidade dos testes de predicao in vitro.
Esse problema metodolégico pode ser acentuado em gliomas, que sdo tumores altamente infiltrantes do
sistema nervoso central, onde pensar em bidpsia total é mais dificil, para nao dizer impossivel, quando
comparamos com outros tumores encapsulados que podem ser removidos na sua totalidade. Além disso,
Patel e colaboradores sequenciaram células Unicas dentro de GBM e encontraram uma variabilidade de
expressao tanto de fatores de expressao quanto de sinalizacdo oncogénica, proliferativa, imune e de
hipdxia; demonstraram ainda que os subtipos, como classificados pelo TCGA, pertencem a variacées de
expressao entre células de um mesmo paciente (Patel et al., 2014) ressaltando o problema da
heterogeneidade intratumoral. Uma das maneiras para ajudar a contornar problemas de heterogeneidade
e presenca de células tronco tumorais nos ensaios in vitro é observar o crescimento das células por longos
periodos apds a administracdo do farmaco. A maioria dos experimentos relatados na literatura, como o
ensaio padronizado por Howard (exemplo citado acima), realiza medidas em tempos Unicos apds a
administracdo da droga in vitro, com isso, dados sobre a cinética de crescimento populacional que
poderiam indicar recorréncia sao perdidos. Esse fator é importante pois nesse mesmo artigo o autor
apresenta graficos de crescimento in vivo, mostrando que implantes xenograficos (PDX) com células de
dois pacientes diferentes apresentam respostas em tempos variados aos farmacos testados e dependendo
do endpoint pré-determinado uma ou outra seria escolhida para tratar o paciente na clinica (Howard et

al., 2017).
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Figura 18 Esquema representado a recorréncia dos gliomas apds a ressecgdo cirurgica e tratamento com quimio e
radioterapia. Adaptado de Osuka e Van Meir, 2017.

No artigo publicado (pagina Erro! Indicador nao definido.), as curvas de crescimento populacional
cumulativo evidenciam isso (Figura 2, principal e suplementar do manuscrito) e analises até o 82 dia nem
sempre refletem a totalidade dos fatos. Por exemplo, ao comparar as curvas de crescimento apods
tratamento com TVM para LS19 e LS24: no primeiro ponto de andlise o efeito é semelhante na diminui¢do
do numero de células, porém com o passar do tempo na primeira ha recrescimento e na segunda ha
continua diminuicdo do nimero total. Parametros para calcular essa variacdo foram publicados pelo nosso
grupo de pesquisa e podem auxiliar a compreensao das curvas de crescimento (Silva et al., 2016). A taxa
de proliferacdo relativa (Relative Proliferation Rate, RPR) que mede a velocidade de proliferacdo da
populagdo testada, obtida através do coeficiente angular de proliferacdo da populagdo tratada dividida
pelo coeficiente da populagdo controle, e o tempo relativo para cruzar um limiar (Relative Time to Cross a
Threshold, RTCT), calculado pela relagdo entre o tempo necessario para chegar ao CPD = 5 nos grupos
controle e tratado, indicando se ha retardo na proliferacdo causado pelo tratamento, deixa clara a
diferenga entre os efeitos do tratamento entre ambas as culturas primarias analisadas uma vez que na
LS24 tanto o RPR quanto o RTCT sdo diminuidos a zero, enquanto na LS19 ha retrato do atraso no
recrescimento (dados ndo mostrados no manuscrito).
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As analises a longo prazo descritas acima também levantam outras falhas dos experimentos de
predicdo in vitro: poucos autores categorizam a “qualidade” das células restantes apds o tratamento, e
guando o fazem, geralmente, avaliam propor¢dao de células tronco tumorais. Esse conceito de
tronquicidade e pluripotencialidade ja foi bastante debatido na ultima década, e foi descrito com
diferentes nomenclaturas por diversos grupos de pesquisa, mas ainda ndao hd consenso absoluto sobre
terminologia nem sobre os marcadores moleculares necessdrios para identifica-las (Lee et al., 2008). Fato
é que, dificilmente na busca de marcadores de sensibilidade analisam-se outros mecanismos celulares
acontecendo a longo prazo, como por exemplo a inducdo de autofagia, poliploidia, parada irreversivel no
ciclo celular (senescéncia) e catastrofe mitdtica. Todos esses mecanismos ja foram descritos como
importantes na atividade antitumoral e foram analisados apds os tratamentos para a construcdo dos
resultados dessa tese, sendo os trés ultimos citados no artigo publicado.

Alcaléides derivados da vinca interagem com subunidades da tubulina bloqueando a
polimerizacdo e montagem correta dos microtubulos, levando a parada no ciclo celular, com acimulo em
G2/M e até mesmo em G1 (Sato et al., 2007). Por outro lado, drogas como os taxanos e o mebendazol
aumentam a polimerizagdo dos microtibulos, promovendo as fases de nucleagdo e elongacao reduzindo
a quantidade de tubulina livre (Jordan, 2002). Essa incorreta polimerizacdo dos microtibulos pode levar a
segregacao erronea dos cromossomos, gerando células poliploides, que podem trilhar dois caminhos:
morte celular ou parada irreversivel (Singh et al., 2010). Nessa situagdo a célula com defeito na sua divisdo
pode morrer por catastrofe mitdtica, um mecanismo de morte celular acoplado as falhas na mitose que
geralmente diferencia-se da apoptose que acontece na interfase por envolver distlirbios na
permeabilidade da membrana mitocondrial, liberagao de citocromo c e fatores indutores de apoptose
(Apoptosis Inducing Factor, AIF) (Kisurina-Evgen'eva et al., 2006). O tratamento com a combinagdo de
TMZ, VBL e MBZ levou a uma diminui¢cdo de células na fase G1 e aumento na populagao poliploide na
maioria das linhagens utilizadas (Figura 3a do artigo publicado) cinco dias apds inicio da administracdo dos
tratamentos. Esse aumento na porcentagem de células poliploides coincidiu com aumento no nimero de
células com nucleos grandes e regulares, indicativos de senescéncia, no oitavo dia (5 dias de tratamento
seguidos de 3 dias sem droga) e pequena proporg¢ado de nucleos grandes e irregulares caracteristicos da
catastrofe mitdtica (Figura 3b do artigo publicado). Sugerindo que o tratamento com TVM além de eliminar
células, como pode ser observado nos graficos de crescimento populacional cumulativo, também induz
outros mecanismos celulares que “inativam” a populagdo restante, como é o caso da senescéncia, definida
como uma parada irreversivel no ciclo celular (Singh et al., 2010). Combinadas, as curvas de crescimento
populacional cumulativo e seus parametros de RPR e RTCT, a analise morfométrica nuclear e a distribuicdo
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no ciclo celular apds o tratamento desenham um painel qualitativo apds a terapia que aproxima os
resultados in vitro com os resultados in vivo. Juntos esses experimentos indicam que embora seja
vantajoso tratar as culturas LS12, LS17 e LS24 com TVM, os mesmos efeitos ndo podem ser esperados na
LS20. Nessa ultima, a reducdao no numero total de células foi menos expressiva e a populagdo tolerante
parece nao ter sofrido nenhuma alteracao, enquanto, por exemplo na LS17 houve maior morte e a maioria
das células tolerantes nao voltara a proliferar.

Embora o fendtipo senescente seja considerado por alguns dos autores citados acima como um
estdgio de morte a nivel de expansdo tumoral, uma vez que a célula nesse estado nao se dividird mais e
ndo persistird por longo periodo, outros autores chamam a atencdo para o fendtipo secretdrio dessa
populagdo. Por isso, tratamentos que induzam a senescéncia podem atuar tanto suprimindo o tumor
guanto de maneira pré-carcinogénica (Coppe et al., 2010). Em cancer de mama ja foi demonstrado que
tumores xenograficos desenvolvem uma vascularizacdo mais densa quando ha células tumorais
senescentes, ao contrdrio de quando essas sdo substituidas por fibroblastos proliferativos nos implantes
(Coppe et al., 2006).

Outro fator que dificulta a identificacdo e caracterizacdo de senescéncia sendo pré ou anti-tumoral
diz respeito a alguns marcadores. Por exemplo, nas nossas analises de expressdo génica encontramos
maior expressao de Notch3 na populagdo de células tolerantes ao tratamento com TVM, esse fato pode
ser justificado por duas hipdteses principais: houve sele¢do de células senescentes que expressam mais
Notch3 e ha dados na literatura corroborando este fato (Cui et al., 2013) ou houve sele¢do de células
tronco-tumorais, que segundo muitos autores também expressam Notch3 (Teodorczyk e Schmidt, 2014).
Ambas situagdes sdo antagdnicas e para soluciona-las in vitro seria necessario acompanhar a expressao ao
longo do tempo e realizar co-marcagao individual entre Notch3 e marcadores de células tronco tumorais,
como CD133, e de senescéncia, como B-galactosidase. Ndo encontramos na literatura essa dupla
marcagao, porém, alguns estudos pré-clinicos demonstram que bloqueando Notch3 através de inibidores
de y-secretase aumenta-se a laténcia e a sobrevida dos pacientes (Gilbert et al., 2010). Na clinica, estudos
de fase | e Il ja foram conduzidos com inibidores de y-secretase em gliomas e outros tipos tumorais, mas
resultados de eficiéncia em fase lll ainda nao estdo disponiveis.

Se o papel da senescéncia na biologia tumoral é dubio na literatura, sua relagdo com a autofagia,
outro mecanismo celular de agdo dupla é ainda mais complexo. Alguns estudos populacionais indicam que
o processo de autofagia estd aumentado durante o processo de senescéncia. As vesiculas autofagicas sao
transportadas pelos microtubulos para se fundirem com os lisossomos para degradagao e renovagao dos
componentes intracelulares. Drogas antimitdticas interrompem a formagao dos microtibulos, resultando
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no acimulo das vesiculas e inibicdo da fusdo com lisossomos, o que pode ser visto como aumento de
compartimentos 4cidos e da proteina p62 no interior da célula (Van Vuuren et al., 2015). Recentemente,
Kang e colaboradores demonstraram que o fator de transcricdo GATA4, que normalmente é degradado
mediado por p62 na autofagia seletiva é mantido durante a senescéncia e ativa vias iniciadoras do fenétipo
secretorio (Senescence-Associated Secretory Phenotype, SASP). Além disso, demonstraram que a delecéo
de p62 ou inibicdo transiente da autofagia leva ao acumulo de GATA4 e consequente inducdo de
senescéncia, porém se houver um bloqueio prolongado o desfecho ndo é o mesmo (Kang et al., 2015).
Fatores do SASP podem reforcar a parada senescente de maneira autdcrina e pardcrina, estimular células
adjacentes pré-malignas e malignas a proliferar e formar tumores ou podem estimular o sistema imune
para suprimir a tumorigénese; podem ainda promover a inflamacdo cronica. No SNC, a autofagia é crucial
para a iniciacdo e crescimento dos gliomas, uma vez que células gliais com esse processo inibido ndo sdo
aptas a manter uma sinalizacao correta de crescimento sob condic¢des restritivas de fatores e entram em
senescéncia (Gammoh et al.,, 2016). Um trabalho do nosso grupo, com linhagem celular de glioma,
demonstrou que a nivel de células Unicas essa relacdo coordenada ndo é observada e a relagao individual
entre autofagia e senescéncia é heterogénea (Filippi-Chiela et al., 2015).

Uma das maneiras mais simples e faceis de triagem de autofagia é marcar organelas acidas dentro
das células com laranja de acridina, um corante supravital que emite fluorescéncia verde e pode ser
protonado e aprisionado nessas organelas vesiculares, onde emite fluorescéncia vermelha (como por
exemplo em lisossomos e autolisossomos) (Thome et al., 2016). Apesar de facil de utilizar esse corante é
inespecifico, uma vez que ha aumento de organelas acidas (massa lisossomal) em outros processos
celulares, como por exemplo na senescéncia. Essa marcagao cruzada entre os processos pode confundir
ainda mais os achados referentes a um mecanismo ou outro levando a necessidade de técnicas adicionais
para comprova-los (Kurz et al., 2000). A senescéncia pode ser comprovada pela atividade da B-
galactosidase, uma enzima aumentada nesse processo, ou mais recentemente por andlises morfométricas
nucleares (NMA) utilizando uma metodologia descrita pelo nosso grupo (Filippi-Chiela et al., 2012). Ja a
autofagia pode ser comprovada por imunodeteccdo da degradacdo da proteina carreadora p62 e para a
lipidagdo de LC3 ou por agregacdo de GFP-LC3 na membrana dos autofagossomos (Thome et al., 2016).
Nos resultados apresentados nessa tese, devido ao crescimento fastidioso das culturas primarias, optamos
por estratégias que utilizassem pequeno nimero de células, sendo a senescéncia medida apenas por NMA,
que tem boa correlagdo com a atividade da B-galactosidase. J& para autofagia, tentamos sem sucesso

transduzir uma das culturas (LS06) com um vetor lentiviral contendo a proteina fluorescente LC3, porém
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menos de uma semana depois as células morreram, provavelmente devido a selegdo com puromicina,
impossibilitando o uso desse método.

Quimioterapicos anti-mitdticos, como o paclitaxel por exemplo, podem ativar a PCD influenciada
pela autofagia, levando a ativacdo de caspase regulada por membros da familia Bcl-2, uma proteina
relacionada tanto a processos de autofagia quanto apoptose. Em células mitéticas, PTX bloqueia a ativacao
de Vsp34, um iniciador da formacado do autofagossomo. Ja em células ndo mitéticas, esse farmaco pode
bloquear o movimento e a maturacdo de autofagossomos para autofagolisossomo, havendo sugestdes de
gue esse acUmulo seria o responsavel pela sensibilidade, uma vez que, o bloqueio da formacao dos
autofagossomos diminui a morte celular induzida pelo PTX (Veldhoen et al., 2013). Embora outros autores
mostraram que vimblastina, um outro agente inibidor de microtubulos e mitose, cause um aumento no
numero de autofagossomo e isso resultaria em aumento de autofagia, esse fato é questionado por
Veldhoen e colaboradores, que sugerem que essa classe de agentes permite a formacdo, mas nao
maturacdo dos autofagossomos, sem degradacdo de organelas, e seriam na verdade bloqueadores das
fases finais do fluxo autofagico.

Uma vez que os resultados obtidos e apresentados com incorpora¢do de laranja de acridina
possam gerar interpretacdes duvidosas quanto a especificidade da marcacdo, decidimos combinar os
quimioterdpicos com um bloqueador do fluxo normal da autofagia, pois nos interessava saber se
bloqueando o possivel mecanismo envolvido na tolerancia das células havia diminui¢do da populagdo
remanescente. Nesse caso utilizamos cloroquina, que é uma base fraca capaz de alcalinizar os lisossomos
e impedir a fase final da autofagia. Esse farmaco é administrado ha décadas na clinica para o tratamento
de maldria, e atinge concentragbes plasmdticas nanomolares variadas, que dependem de varios fatores,
entre eles da idade do paciente. E, se utilizada por longos periodos, pode gerar acimulo e neuropatia. /n
vitro ela ou seu andlogo, hidroxicloroquina, sdo utilizados como bloqueadores cldssicos da autofagia,
embora tenham falhado em aumentar a sobrevida em estudos clinicos combinados a quimioterapia. Os
autores justificam essa falha principalmente devido a divergéncia entre as concentragdes in vitro para
inibir autofagia, que varia entre 10 — 30 uM, chegando a 75 uM em alguns trabalhos, e as concentracdes
abaixo de 1 uM atingidas nos pacientes (Rosenfeld et al., 2014). Para contornar essa diferenca, optamos
por utilizar a concentragdo proximo a plasmatica (100 nM) e manter o tratamento em contato com as
células por 5 dias. Nessas condi¢cGes a adigdo desse farmaco ndo diminuiu o crescimento populacional das
culturas primarias testadas quando administrada sozinha, nem potencializou o efeito quando combinada
com PCV de maneira que justifique seu uso na clinica, corroborando a ineficiéncia encontrada nos estudos
clinicos.
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Embora os multiplos papéis da autofagia e sua modulagdo no cancer ainda precisem ser
elucidados, sua importancia nesse processo parece indiscutivel, genes supressores e oncogenes estao
envolvidos na sua regulacao, ligando esse processo ao desenvolvimento e progressdao tumoral; ja foi
mostrado que esse processo limita a necrose e inflamacdo, podendo restringir a invasao e disseminacao,
além de inibir a formacdo de metastase (Bhutia et al., 2013). A autofagia, além de participar na inducdo
da senescéncia também tem interrelacdo com a apoptose, sendo um mecanismo de protecao das células
da PCD. Alguns autores demonstram que o processo autofagico pode sequestrar e degradar organelas
danificadas, como as mitocondrias, impedindo a liberacdo de citocromo c; outros, sugerem que pode
proteger até mesmo da morte celular independente de caspase enquanto puder gerar energia para a
célula se recuperar e voltar a crescer. Infelizmente esse processo nem sempre é pré-sobrevivéncia celular
e o termo morte celular autofagica, ja foi estabelecido na literatura: se a autofagia acontecer em excesso
pode desencadear PCD do tipo Il. No SNC, ja foi estabelecido que a autofagia apropriada e controlada pode
induzir neuroprotegdo, resgatando os neurdénios da apoptose, por exemplo, ao degradar mitocondrias
danificadas na fase de reperfusao pds-isquemia, ou ao reduzir a transloca¢do de Bax para a mitocondria e
a liberacdo de citocromo c para o citosol em hemorragia da subaracnéide (Wu et al., 2015). No processo
antitumoral, a autofagia pode levar a liberacdo de debris celulares acumulados na forma de proteinas mal
dobradas e organelas lesadas e aumentar os niveis de p62 em resposta ao estresse metabdlico, o qual
poderia aumentar a produgdo de ROS e gerar danos no DNA e instabilidade cromossémica caso ndo
corrigido (Bhutia et al., 2013).

A execuc¢do de imunodetecgao para verificar fluxo autofagico e morte celular tornaram-se técnicas
laboriosas quando se fala em técnicas que utilizam o menor nimero de células possivel, uma vez que
quantidades de proteina suficiente para repetir e confirmar os experimentos com culturas primarias sao
de dificil obtencdo. Conseguimos realizar imunodeteccdo para verificar degradacdo de p62, mas outras
proteinas de menor peso molecular, como LC3, ndo puderam ser sondadas com a mesma eficiéncia,
deixando o resultado incompleto e, por vezes, inconclusivo. Possivelmente esses problemas tiveram
relacdo com as quantidades totais de proteina, menores que normalmente se utiliza nesse protocolo, ou
com a afinidade de ligagdo do antigeno-anticorpo e amplificagcdo do sinal. A imuno-fluorescéncia para essa
proteina também gerou resultados inconclusivos, uma vez que ndo foi possivel definir se a marcagao
pontilhada era devido a agregacao em volta de autofagossomos ou simples dispersdo citoplasmatica
(Klionsky et al., 2016).

A Tabela 2 da pagina 60 ilustra qudo lento é o crescimento dessas culturas comparadas com as
linhagens celulares: enquanto U87 e M059) demoram menos de trés dias para duplicar a populagdo, em
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algumas culturas primarias esse tempo pode ser maior que uma e até duas semana. Quando se observam
os resultados da tabela dentro do contexto, levando em consideragdo que essas que estdo representadas
foram aquelas nas quais obtivemos quantidade suficientes para repetir os experimentos de contagem do
nimero de células 12 dias apds o inicio do tratamento, pelo menos duas vezes em duplicata, sem
necessidade de ajustes do numero inicial de células (ou seja, nessas linhagens foi possivel obter 8000
células por poco pelo menos duas vezes para 16 tratamentos diferentes), precisamos atentar para o fato
de que as demais culturas crescem de maneira mais lenta. Condi¢des para melhorar o crescimento foram
testadas, como por exemplo ao invés de utilizar DMEM/F12 suplementado com 10 % de SFB utilizamos
meio de cultura neurobasal, suplementado com a mesma quantidade de soro, ou com EGF/FGF ou com
PDGF-aa. Nenhuma dessas trés outras condi¢Ges resultou na expansdo da cultura apés um periodo maior

gue um meés nas ultimas bidpsias obtidas.
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7. CONCLUSOES

Células provenientes de tumores do sistema nervoso central podem ser facilmente cultivadas em
meio DMEM/F12 suplementado com 10% de SFB. Essas culturas crescem por longos periodos, embora
necessitem de tempo para dobrar a populagdao maior que linhagens comerciais do mesmo tumor.

As culturas primarias derivadas de tumores de sistema nervoso central de pacientes sdao mais
sensiveis a cinco doses de radioterapia do que do quimioterapico padrao. A sensibilidade in vitro a TMZ,
em concentracdes proximos a plasmatica, em culturas primarias € menor do que a de linhagens comerciais
(como U87).

Ensaios de viabilidade celular que utilizam como base metabolismo mitocondrial ndo sao
adequados para medir o efeito de agentes alquilantes. Testes que levam em consideracdo cinéticas de
crescimento ou qualidade das células remanescentes, embora mais fastidiosos tém maior potencial
translacional.

A administragdo de CQ em concentragdes préximo a plasmatica sozinha ndo tem efeito na
diminuicdo do crescimento de células tumorais, nem potencializa o efeito do PCV para a maioria das
linhagens testadas, corroborando sua falha em estudos clinicos.

E possivel predizer grupos de pacientes nos quais a TMZ n3o tera efeito com base na analise da
expressao de alguns genes utilizando a base de dados do TCGA. Alguns desses marcadores ainda ndo foram
testados na clinica e implementa-los poderia trazer beneficios aos pacientes.

Testes clinicos de fase I/Il com a combinacdo de TMZ, VBL e MBZ para testar a toxicidade e
correlacdo de resposta com os marcadores moleculares FGFR3/AKT2 poderiam ser aplicados para GBM,

uma vez que esses farmacos sdo aprovados pela ANVISA e estdo disponiveis no SUS.
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8. PERSPECTIVAS

Realizar gPCR para p62 no DNA da cultura LSO5 para verificar dele¢do génica.
Repetir analises de WB para LC3 nas amostras cujo sinal ndo pode ser claramente identificado.
Realizar experimentos pré-clinicos in vivo com a combinacao TVM para avaliar efetividade a longo

prazo e toxicidade.
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10.GLOSSARIO

Esse glossdrio busca ajudar o leitor com conceitos importantes para a interpretacdo de estudos
clinicos.

As informacgGes foram retiradas do “Guia para a Industria” no endereco eletrénico do FDA,
disponiveis em:

http://www.fda.gov/downloads/drugs/guidancecomplianceregulatoryinformation/guidances/ucm07159

0.pdf acessado em 16/12/16.

Acurdcia: a acurdcia de diagndstico diz respeito a concordancia entre o resultado do novo teste e
o resultado do teste padrao utilizado anteriormente.

Doenca Residual Minima (Minimal residual disease, MRD): Utilizada para testes que utilizam
tecnologias supersensiveis, como os que detectam tracos de células cancerigenas circulantes. Por utilizar
novas tecnologias essa medida demonstra recorréncia do tumor antes que seja detectadvel por
metodologias convencionais (como exames de imagem). Estratifica os pacientes pelo risco de melhorar os
resultados e reduz o risco de toxicidade a curto e longo prazo.

Especificidade: é estimada pela proporc¢do de sujeitos sem a condi¢cdo testada nos quais o teste é
negativo. A especificidade de um ensaio de predicdo a quimioterapia in vitro é dada pela correta
identificacdo dos pacientes no qual o quimioterapico ndo funcionara se for administrado in vivo. Diz
respeito a exclusdo de terapias potencialmente falhas.

Hazard Rates or Hazard Ratios: E uma medida da probabilidade do risco de morte no grupo tratado
dividido pelo risco de morte no grupo controle. Esse valor é igual a 1 se o risco de morte nos dois grupos
for igual, maior que 1 se o risco for aumentado no grupo tratado e menor que 1 se o tratamento diminuir
o risco de morte. Esse valor é dado pela inclinagao da curva do Kaplan-Meier.

Progress3do Livre de Doenga (Progression-free survival, PFS): E o tempo entre a randomizag3o até
a progressdo da doenga ou a morte. Requer uma amostra e tempo de seguimento menor que o OS. As
medidas, porém, ndo sdo tdo precisas quanto OS e podem variar entre os estudos clinicos de grupos
diferentes, sendo dependente também da frequéncia e do modo como paciente é monitorado. Também
denominado Sobrevida Livre de Doenca (Disease-free survival, DFS).

Sensibilidade: é estimada como a proporc¢do de sujeitos com a condi¢do alvo que sdo corretamente
diagnosticados pelo novo teste. A sensibilidade de um ensaio preditivo para direcionamento da
guimioterapia in vitro identifica quais tratamentos foram mais potentes na eliminagdo de células tumorais

com vistas a administra-lo ao paciente.
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Sobrevida Livre de Eventos (Event-free survival, EFS): Tempo desde a randomizacdo até a
progressdo da doenga, morte ou interrup¢do do tratamento por qualquer razdo (ex: toxicidade,
preferéncia do paciente, inicio de um novo tratamento, etc). Requer uma amostra e tempo de seguimento
menor que o 0S, podendo ser Util em terapias muito tdxicas. Geralmente ndo é recomendada por agéncias
reguladoras pois combina eficacia, toxicidade e retirada dos pacientes.

Sobrevida Total (Overall Survival, 0S): E contada desde a randomizacdo até a morte por qualquer
motivo. E uma medida universalmente aceita por ser direta, precisa e facil de realizar. Porém pode
requerer um grande nimero de pacientes e longo tempo de seguimento até o evento acontecer com o
viés de incluir mortes por motivos nao relacionados ao cancer. Com os avangos dos tratamentos é uma
medida que esta entrando em desuso, em parte por requerer longo tempo de andlise e também pelas
questdes éticas envolvidas, uma vez que a analise ndo permite a troca do tratamento do paciente mesmo
que o estudo em andamento tenha aporte suficiente para tal. Caso o paciente seja cruzado para o
tratamento mais eficaz e o estudo seja baseado em intencdo de tratar, esse parametro considera o
tratamento inicial, e desconsidera o fato do paciente ter recebido segunda intervencao.

Taxa de Resposta Objetiva (Objective response rate, ORR): Mede a proporg¢do de pacientes com
reducdo no tamanho tumoral com base em um tamanho pré-definido. Pode ser medido em estudos de
brago Unico pois necessita uma pequena popula¢do, sendo uma medida facil e que pode ser comparada
entre estudos com um efeito atribuido diretamente a droga e ndo a histdria natural da doenga. O FDA
inclui no ORR pacientes com resposta parcial e resposta total, excluindo doenga estdvel e respostas
menores.

Tempo Até a Progress3do (Time to progression, TTP): E o tempo desde a randomizacio até que haja
progressdao objetiva e mensurdvel do tumor, ndo inclui mortes. Requer uma amostra e tempo de
seguimento menor que o 0S. As medidas, porém, ndo sdo tdo precisas quanto OS e podem variar entre os
estudos clinicos de grupos diferentes.

Valor Preditivo Negativo: diz respeito a proporg¢do de pacientes nos quais o teste teve resultado
negativo e de fato ndo se beneficiam do tratamento na clinica ou ndo possuem o alvo para terapias
dirigidas.

Valor Preditivo Positivo: refere-se aos testes nos quais o resultado de sensibilidade in vitro tiveram

a mesma resposta de redu¢do da massa tumoral no paciente.
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ANEXO | — PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

& UNIVERSIDADE FEDERAL DO mo

RIO GRANDE DO SUL / PRO- “& 2arasi
HE:EQ? REITORIA DE PESQUISA -
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titule da Pesquisa: Estabelecimento de culturas de tumaores do sistema nervoso central para avaliagdo
celular, genética e farmacologica

Pesquisador: Guido Lenz

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 12822413.0.0000.5347

Instituigdo Proponente: Universidade Federal do Rio Grande do Sul Instituto de Ciéncias Basicas da

Patrocinador Principal: Financiamento Praprio

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 420856
Data da Relatoria: 03/M10V2013

Apresentagio do Projeto:

Refere-se a emenda de solicitagio de avaliagio pelo CEP-PUCRS.

Gliomas 530 os tumores mais comuns do sistema nerveso central e com maior taxa de moralidade, sendo a
sobrevida média dos pacientes apds o diagnéstico pouco mais de 12 meses. O projeto prevé avaliagies
farmacologicas, genéticas e celulares de material proveniente de gliomas visando a caracterizagio destas
celulas em cultura.

Objetive da Pesquisa:

Fazer culturas primarias de tumores do sistemna nerveso central para realizar avaliagies

farmacoldgicas, genéticas e celulares a fim de correlacionar estes dados com a resposta & terapia e
sobrevida do paciente. Estabelecer um protocole capaz de direcionar efou predizer a eficiéncia da
guimio/radioterapia com base em dados provenientes de culturas de celulas & amostras do tumor.
Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Adequadamente apresentados no TCLE.

Comentarios e Consideragtes sobre a Pesquisa:

Pesquisa relevante, com mérito cientifico.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

O projeto ja foi anteriormente aprovado pelo CEP-UFRGS e foi encaminhada emenda com vistas a

Endernsgo: Av. Pauio Gama, 110 - 2° andar do Pradio da Relfiora - Campus Centro

Balrro:  Famoupilha CEP: 90.040-060
UF: RS Munieiplo: PORTO ALEGRE
Talsfone. (51)3306-3733 FaC (51)3305-4085 E-mall: etica@propesquirgs.or
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avaliagio pelo CEP-PUCRS.

Recomendagtes:

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:

O CEP-PUCRS envio a seguinte nota via Plataforma Brasil: Informo que a Pontificia Universidade Catdlica
do Rio Grande dao Sul - PUC/RS n3o fara sua avaliagio como Coparticipante para o projeto Estabelecimento
de culturas de tumores do sistema nervoso central para avaliagdo celular, genética e farmacolagica.

Assim, sugere-se a aprovagio da emenda enviada com inclus3o da PUCRS como coparticipante no projeto.

Situagio do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagao da CONEP:
Mao
Consideragtes Finais a critério do CEP:

Aprovado, encaminhe-se.

PORTO ALEGRE, 10 de Outubro de 2013

Assinador por:
José Artur Bogo Chies
[(Coordenador)

Endarego. Ay. Paulo Gama, 110 - 2* andar do Prédio da Reforia - Campus Cemtro

Balrmo.  Famoupina CEP: 90040060
UF: RZ Municiplo: PORTO ALEGRE
Telefone. [51)3308-3738 Fax (51)3308-4085 E-mall: eticafipropesg uitgs or
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PONTIFICIA UNIVERSIDADE
CATOLICA DO RIO GRANDE “§ Qgievgrorme
DO SUL - PUC/RS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituigao Coparticipante
DADDS DO PROJETO DE PESGUISA
Titule da Pesquisa: Estabelecimento de culturas de tumores do sistema nervoso central para avaliagio
celular, genética e farmacolégica
Pesquisador: Guido Lenz
Area Temitica:
Versdo: 3
CAAE: 12022413.0.0000.5347
Instituigao Proponente: Universidade Federal do Rio Grande do Sul Institute de Ciéncias Basicas da
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

MNimero do Parecer: 420.849
Data da Relatoria: 181002013

Apresentagio do Projeto:

O projeto visa a criagdo de um centro de cultura in vitro & de amazenamento de células de tumores do SNC
humanos, com a finalidade de avaliar as caracteristicas celulares, genéticas e farmacologicas como tambem
o valor preditivo & progndstico terapéutico. A PUCRS & instituigio Co-participante, responsavel pela
obtencdo de amostras a partir do exame anatomopatolégico e realizagio de testes farmacologicos em
culturas celulares.Os pacientes tambem serdo avaliados por exames de sangue em relagio a evolugio da
necplasia.

Objetive da Pesquisa:

Estudar as caracteristicas celulares, geneticas | em cenfro co-parfipante em SP ), sensibilidade a farmacos ,
resposia terapéutica através de exames de sangue no pré & pos-operatdrio dos pacientes. Sera feita
comel~¢ad entre as caracteristicas culturais & a evolugdo do paciente.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Risco minimo de retirada de sangue venoso de rotina no pré & pas-operatono e autorizagio de utilizagio do
estudo anatomopatologico de rotina.

Comentarios e Consideragtes sobre a Pesquisa:

Importante visando avaliar o prognitico dos tumores do SHC e a quimioterapia como possivel indicagio em

certos casos.
Endersgo;  Av.lplanga, 5681
Balrmo:

CEP: 90513900
UF: RS Municipla: PORTO ALEGRE

Telefona: {S513)320-3345 Fax (513)320-3345 E-mall: coppuss.br
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Confimesio do Fareoer: 439 845

Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
Adequados.

Recomendagoes:

Mada a acrescentar.

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:
Sem pendéncias.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagao da CONEP:

Mao

Consideragoes Finais a criterio do CEP:

PORTO ALEGRE, 21 de Cutubro de 2013

Assinador por:
caio coelho marques
[Coordenador)
Endersgo.  Av.lpianga, 5651
Balrroc CEP: 90.513-900
UF: RS Municiplo: PORTO ALEGRE
Talefone: [513)320—-3345 Fax: (5133203345 E-mall: ceppucs.br
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ANEXO |l — TERMO DE CONSENTIMENTO

TERMO DE COMSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Projeto de Pesquisa: “Estabelecimento de culturas de tumores do sistema nervoso central
para avaliagao celular, genética e farmacologica”™
Investigadores Responsdveis: Franciele Kipper, Professor Dr. Guido Lenz, Dr. André Marc, Dra.
Fabiana Spillari Viola, Professor Dr. Jaderson Costa da Costa, Professor
Dir. Eliseu Paglioli Neto
Local de realizagao e enderego: Hospital 550 Lucas da PUCRS, Avenida Ipiranga, 6630 - POA/RS

Prezado paciente:

Vocé esta sendo convidade a participar de um projeto de pesquisa que serd conduzido
por uma equipe de pesquisadores da PUCRS e da UFRGS. Este estudo tem por objetivo avaliar
de que maneira as células dos tumores de pacientes respondem a diferentes medicamentos
utilizados para o tratamento de tumores do sistema nervoso, buscando compreander porgue
alguns pacientes tém uma resposta melhor a um determinado tratamento do gue outros.

Caso wocé concorde em participar do estudo, nés usaremos um pedago do seu tumor
retirado durante a cirurgia, antes que ele seja descartado. As células do pedago do seu tumor
serao crescidas no laboratorio e analisadas para descobrir se existem alteragbes no seu
material genético que possam estar relacionadas ao surgimento do mesme. Esses resultades
serao comparados com testes que avaliam os efeitos dos diferentes medicamentos que ja
estdo disponiveis para tratamento deste tumor a fim de buscar uma correlagdo entre
alteracbes no material genético e eficiéncia de certas medicacbes. Além disso, as células
obtidas do pedago do seu tumor serdo armazenadas em um banco de células na PUC e na
UFRGS para que possam ser utilizadas em estudos futuros. Neste caso, as células 56 poderdo
ser utilizadas para novas pesquisas mediante autorizacdo de um comité de ética em pesquisa.
Cabe salientar que os resultados desta pesquisa provavelmente ndo terdo nenhum impacto
sobre o seu tratamento efou acomp 1te médico imediato, mas podem proporcionar

um maior entendimento sobre a doenga e awxliar o desenvolvimento e planejamento de
tratamentos futuros.

N30 existe um prazo exato ou estipulado para que vocé tome conhecimento dos
resultados do estudo, mas estes |hes serdo informados assim gue estiverem disponiveis, se
este for o seu dessjo. Vocé pode optar por ndo saber o resultado desta pesquisa. Além disso,
estes estudos serao publicados em revistas cientificas especializadas.

A sua parlicipacac nessa pesquisa € voluniaria e vocé tem total liberdade de

concordar ou n3o com a participacye nesta pesquisa. Sua decis3e, seja qual for, NAOD
prejudicara o seu atendimento medico nesta instituigao.
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0 estudo prevé que um pedaco do tumor retirado durante a cirurgia possa ser
utilizado para atender aos objetivos deste projeto de pesguisa, ou de outros projetos de
pesquisa relacionados a este propdsito. O material coletado durante a drurgia sera suficiente
para realizar todos os procedimentos do estudo.

RESPONDA:

1. Com relagio a porgdo do seu tumor que seria descartada apds a cirurgia, para este estudo,
voce (marque com um X):

{__) AUTORIZA a utilizagdo no laboratorio para o desenvolvimento do presente projeto;

{__) NAD AUTORIZA a coleta e a utilizagie no laboratéric e deseja que esta porcio seja
descartada imediatamente apods a cirurgia.

2. Com relagdc ac armazenamento das células deste tumor, para pesguisas futuras
semelhantes a esta, no final deste estudo, vooé (margue com wm X):

{__) AUTORIZA o armazenamento para utilizagdo em estudos futuros que estejam aprovados
|por uma comissao de ética da PUC ou UFRGS.

{__) NAD AUTORIZA o armazenamento, solidtando que seja descartado apés a condusie do
presente estudo.

3. Durante o estudo também estdo previstas trés coletas de sangue: uma antes da retirada do
tumior, uma imediataments apds a retirada cindrgica do tumor e owtra dois meses apos a sua
cirurgia (durante uma consulta médica de acompanhamento). Em cada coleta serdo retirados
10 mlL de sangue, guantidade cormespondente a mais ou menos uma colher de sopa. Vocé
{margue com um X):

{__) AUTORIZA essas coletas, ciente de que apds a coleta de sangue pode haver uma pequena
dor local e até mesmo formagdo de uma pequena mancha roxa na regiao.

{__) MAD AUTORIZA as coletas de sangue.

4. Mormalmente apos a cirurgia um pedago do tumor & enviado para a biopsia para
identificac3o da malignidade do mesmo e fica armazenada no hospital. Nesse caso uma porcio
do tumor que foi enviado para biopsia encontrar-se-3 disponivel caso vocé concorde e o
estudo necessite fazer uso dela apenas depois gue essa biopsia for concluida. Para isso, vocé
(margue com um X):

{__) AUTORIZA que esse material sefa utilizado posteriormente sabendo que isso ndo causa
prejuizos ao seu diagnostico.

{__) MAO AUTORIZA que a porgSo armazenada pelo hospital esteja disponivel para este
estudo.

Durante a pesquisa também & necessdria a andlise do prontudrio meédico para
confrontar os resultados obtides no laboratorio com os dadoes clinicos (idade, sexo, doengas
previas), quimicterapia utilizada, exames laboratoriais prévios (bioguimicos e hematologicos),
etc. Em MENHUM momento dados pessoais serdo divulgados ou a sua identidade revelada a
terceiros.

Por meio deste termio, voos AUTORIZA que os pesquisadores envolvidos neste estudo
pesquisem 05 seus registros meédicos nesta instituicdo a fim de obter as informacbes
necessarias para a realizagdo desta pesquisa. Voo tem direito 3 privacidade. Os resultados
deste estudo poderdo ser publicados, mas o seu nome Nao sera revelado.

Em quaiguer momento vocé € livre para abandonar o estudo por qualquer motivo pessoal.
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Danos relacionados a pesquisa:

A doacdo de uma peguena parte do tumor retirado ndo acarretara em nenhum dano
fisico uma vez que essa porcao seria descartada apds a cirurgia.

A biopsia continuara a ser feita pelo hospital independente de vocé disponibilizar uma
porgdo restante para a realizagao do presente projeto ou ndo.

As ooletas de sangue podem gerar dor local @ uma pequena mancha roxa ambas
momentaneas.

As andlises do prontudrio médico nio viclardo a sua privacidade.

Confidencialidade:

As amostras dos tumores obtidos para o estudo serdo catalogadas na forma de um
codigo com letras e ndmeros, em nenhum momento do estudo o seu nome ou outros dados
pessoais serao divulgados.

Os prontudrios com todos os dados dinicos serdo protegidos de acordo com
determinagtes das leis brasileiras, através do Comité Nacional de Etica (Brasilia). Informagbes
obtidas deste estudo poderdo ser usadas em relatdrios, apresentagbes e publicagbes, mas o
seu nome ndo sera divulgado em nenhum momento.

Beneficios potenciais:

A participat3o neste estudo podera nao trazer beneficic algum para o seu tratamento.
Porém, se forem descobertaz alpumas alteragBes do seu material genético estas serdo
comunicadas ac seu oncologista, que poderd utilizar este resultado para tomar decisbes
importantes sobre o seu tratamento. Entretanto, com base nas conclustes resultados obtidos,
espera-se, em longo prazo, obter um maior conhedmento e compreens3c a respeito desta
doenca e ser capaz de direcionar o tratamento de acordo com caracteristicas peculiares do
tumior de cada paciente. Apenas atraves de estudos como esse poderemos desenvolver um
tratamento mais adequado para seus portadores e tentar melhorar a sobrevida dos pacientes.

Custos e pagamentos:

Vocé participara desse estudo de forma totalmente yoluntgria.

Mao havera custos para sua participacao neste estudo. Nem voce ou o seu medico
serac pagos para fornecer porgoes do seu tumor efou sangue para este estudo. Todas as
despesas serdo pagas por agéncias de financiamento 3 pesquisa.

Diivick

Se wocé tiver qualguer duvida em relacdo a esta pesquisa, deve contatar alguns dos
pesquisadores responsaveis em hordrio comercial, no Laboratdrio de Sinalizagdo e Plasticidade
Celular, através do telefone (51) 3308.7620 ou diretamente a gualguer hora do dia com a
pesquisadora Franciele Kipper pelo e-mail franciele_ kipper@ufrgs.br ou com o pesguisador
Guido Lenz pelo e-mail lenz@ufrgs.br.

Em caso de divida em relagdo ao contegdo ético desta pesquisa, m3o hesite em
contatar o Comité de Ftica em Pesquisa da UFRGS — localizado na Av. Paulo Gama, 110, 22
andar, fone: (51) 3308. 3738, e-mail: etica@propesqgufrgs.br — ou o Comité de Etica da PUCRS
— localizado ma Av. lpiranga 6690, prédic &0, Sala 314, foneffax: (51) 3320.3345, e-mail:
cep@pucrs br — ambos em Porto Alegre, Rio Grande do 5ul, Brasil.
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Consentimento do Paciente:

Fui informado do objetive, procedimentos, duragdo do estude & conmcordo em
participar deste projeto de pesquisa conduzide pelos pesquisadores: Franciele Kipper,
Professor Dr. Guido Lenz, Dr. André Marc, Dra. Fabiana Spillari Viola, Professor Dr. Jaderson
Costa da Costa, Professor Dr. Eliseu Paglioli Meto.

Um resumo das informagtes foi passado a mim e sei que estou livre para recusar
minha participacdo neste estudo e posso desistir do mew consentimento a qualquer momento,
sem prejuizos ac tratamente medico que receberei. Foi-me dada uma copia deste
consentimento para guardar comigo e este documento me confere todos os direitos e deveres
peranmte o gue me foi proposto.

Mome do paciente (em letra de forma) Assinatura do paciente ou responsdvel

MNome do pesguisador (em letra de formal) Assinatura do pesquisador

Caso seja necessarno o contato com o pacente no futuro, o mesmo podera ser feito atraveés

dos telefones: [} oul_ |} -

Ma impossibilidade de contatar o paciente dessa forma, os pesquisadores poderdo contatar o

familiar atrawés do
telefone || , e-miail ou enderego
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ANEXO IV - CURRICULO

Informacoes Pessoais

Nome: Franciele Cristina Kipper

Nome para citagdes: KIPPER, F. C.; KIPPER, FRANCIELE C.; KIPPER, F.
Endereco: Rua Saldanha da Gama, 853/417 CEP: 91520-630
Telefone: +55(51) 99849- 8767

Website URL: www.linkedin.com/in/franciele-kipper-91775274/
Curriculo lattes: http://lattes.cnpq.br/0994344001724658

Formacao Educacional

2013: Doutorado em Biologia Celular e Molecular. Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
UFRGS, Brasil. Orientador: Guido Lenz. Financiamento até mar¢o/2017: Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (Cnpq).

2011 - 2013: Mestrado em Biologia Celular e Molecular. Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
UFRGS, Brasil. Ano de conclusdo: 2013. Orientador: Guido Lenz. Financiamento: Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).

2007 - 2010: Graduagao em Biomedicina. Fundagdo Universidade Federal de Ciéncias da Sadde de
Porto Alegre, UFCSPA, Brasil. Orientador: Marcia Rosangela Wink.

Experiéncia em Pesquisa

2007 - 2010: Iniciacdo cientifica. Laboratério de Sinalizacdo e Plasticidade Celular. Trabalho nos
projetos “Investigacdo do papel da NTPDase2 na adesao, proliferacdo e migracao” e “O papel dos
receptor P2X7 em células de gliomas”.

Habilidades adquiridas:

eManipulagdo de cultura de células

eAnalise de expressdo génica: PCR e Western blot

eCitometria de fluxo e cell sorting

eSuperexpressao de proteinas recombinantes através de lentivirus

2011 - 2013: Estudante de mestrado. Laboratério de Sinalizacdo e Plasticidade Celular. Continuacio
dos projetos citados acima e colaboracdo em outros projetos envolvendo o silenciamento de fatores
de Yamanaka em gliomas e teratomas.

Habilidades adquiridas:

eManipulacio de DNA (clonagem e transformagio de bactérias)

*Expressio de proteinas recombinantes e silenciamento através de diversos vetores

eImplante xenografico de células de glioma

eExperimentos de adesdo e migragdo

eMicroscopia confocal

eSilenciamento (RNAi) e reprogramacao carreados por vetores lentivirais

2013 - 2017: Estudante de doutorado. Laboratério de Sinalizacio e Plasticidade Celular. Trabalho
no projeto:” Andlise de sensibilidade e perfil genético de cultura de células de tumores cerebrais
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derivadas de pacientes”. Colaboracao em projetos de construcdo de vetores de expressado de proteinas
recombinantes em células mamiferas utilizando sistemas lentivirais.

Habilidades adquiridas:

e]solamento e cultura primaria de células

eAnalises de expressao génica: qPCR and Western blot.

eAnadlises celulares: autofagia, apoptose, senescéncia, ciclo cellular, crescimento populacional
cumulativo

eColaboracdo em projetos para construcido de vetores de expressao de proteinas recombinantes em
células mamiferas (células normais e malignas de cérvix e de cérebro) utilizando sistemas de vetores
lentivirais

eCitometria de fluxo e cell sorting

*Gestdo de projetos e de compra de materiais

Experiéncia Profissional

2010: Estagio curricular em Analises Clinicas. 500 horas. Unilab Laboratdrios. Porto Alegre/RS.
2010: Estagio curricular em Microbiologia. 500 horas. Unilab Laboratérios e Laboratdrio de
Patologia e Micologia da Santa Casa. Porto Alegre/RS.

Experiéncia Didatica

2015: Atividade orientada de docéncia na disciplina de Biologia Molecular nos cursos de Farmicia,
Biomedicina, Enfermagem (120 horas) da UFCSPA

Producao Cientifica

Producao Bibliografica

Artigos Publicados em Periodicos Cientificos

1. KIPPER, FC; SILVA, AO; MARC, AL; CONFORTIN, G; JUNQUEIRA, AV; PAGLIOLI-NETO, E; LENZ, G.
Vinblastine and antihelmintic mebendazole potentiate temozolomide in resistant gliomas.
Investigational New Drugs. 2017. https://doi.org/10.1007 /s10637-017-0503-7

2. VILLODRE, ES; KIPPER, FC; SILVA, AO; LOPEZ, PLC; LENZ, G. Sublethal Dose of Doxorubicin
Potentiates the Effect of Temozolomide in Glioblastoma Cells. Molecular Neurobiology. 2017.
10.1007/s12035-017-0611-6

3. VILLODRE, ES; KIPPER, FC; PEREIRA, MB; LENZ, G. Roles of 0CT4 in tumorigenesis, cancer therapy
resistance and prognosis. Cancer Treatment Reviews, v. 51, p. 1-9, 2016.

4. GEHRING, MP; KIPPER, FC; NICOLETTI, NF; SPEROTTO, ND; ZANIN, R; TAMAJUSUKU, ASK; FLORES,
DG; MEURER, L; ROESLER, R; FILHO, AB; LENZ, G; CAMPOS, MM; MORRONE, FB. P2X7 receptor as
predictor gene for glioma radiosensitivity and median survival. International Journal of Biochemistry
& Cell Biology, v. 68, p. 92-100, 2015.

5. VARGAS, JE; FILIPPI-CHIELA, EC; SUHRE, T; KIPPER, FC; BONATTO, D; LENZ, G. Inhibition of HDAC
increases the senescence induced by natural polyphenols in glioma cells. Biochemistry and Cell
Biology (Print), v. 92, p. 297-304, 2014.

6. MELLO, PDA; FILIPPI-CHIELA, EC; NASCIMENTO, J; BECKENKAMP, A; SANTANA, DB; KIPPER, FC;
CASALL EA; NEJAR BRUNO, A; PACCEZ, ]D; ZERBINI, LF; WINK, MR; LENZ, G; BUFFON, A. Adenosine
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Uptake is the Major Effector of Extracellular ATP Toxicity in Human Cervical Cancer Cells. Molecular
Biology of the Cell, v. 25, p. 2905-2918, 2014.

Resumo expandido publicado em anais de congresso

1.KIPPER, FC. ; Minussi, DC ; LENZ, G. ; Wink, MR . Investigation of NTPDase-2 role in cell adhesion,
proliferation and migration. 2011. Rio de Janeiro. 2nd Meeting of the Brazilian Purine Club, 2011. p.
83.

Resumo publicado em anais de congresso

1. KIPPER, F. C.; MENDONCA, L. C.; BECKER, R.; CONFORTIN, G.; Ledur, PF; MARC, A.; PAGLIOLI-NETO,
E.; VIOLA, F.; MORRONE, F. B,; LENZ, G. . In vitro drug sensitivity and genetic profile analysis from
primary culture obtained from brain cancer. In: AACR Annual Meeting, 2015, Filadélfia. Online
Proceedings and Itinerary Planner, 2015. DOI: 10.1158/1538-7445.AM2015-4307

2.KIPPER, F. C.; BECKER, R.; MENDONCA, L. C.; VANACOR, C.N.; CONFORTIN, G.; MARC, A.; PAGLIOLI-
NETO, E. ; MORRONE, F. B. ; LENZ, G. . Genetic profile analysis and in vitro drug sensibility from
primary culture obtained from glioblastoma. In: 46th Brazilian Congress on Pharmacology and
Experimental Therapeutics, 2014, Fortaleza. Programa e Resumos, 2014. p. 46.

3. MELLO, P. A,; CHIELA, E. C. F.; NASCIMENTO, J.; KIPPER, F. C.; BECKENKAMP, A.; SANTANA, D. B;
BRUNO, A. N.; LENZ, G.; BUFFON, A.. Reduction in P2X7 receptor expression is a marker of resistance
to ATP treatment in human cervical carcinoma cell line. In: AACR-NCI-EORTC International
Conference on Molecular Targets and Cancer Therapeutics, 2013, Boston. AACR-NCI-EORTC
International Conference on Molecular Targets and Cancer Therapeutics, 2013.

4. NASCIMENTO, |.; MELLO, P. D. A;; CHIELA, E. C. F.; KIPPER, F. C.; Wink, MR; LENZ, G.; BUFFON, A. .
P2X7 Knockdown increases cell viability of human cervical cancer cell lineage after ATP treatment.
In: 4th Brazilian Purine Club Meeting, 2013, Canela. 4th Brazilian Purine Club Meeting, 2013.

5. TAMAJUSUKU, A. S. K,; KIPPER, F. C; CHIELA, E. C. F.; FLORES, D. G.; REDER, G. M.; MEURER, L,;
BATTASTINI, A. M. 0.; ROESLER, R.; LENZ, G.; Wink, MR. The role of P2X7 receptor in glioma cells. In:
AACR International Conference on Molecular targets and cancer therapeutics, 2013, Boston.
Molecular targets and cancer therapeutics, 2013.

6. KIPPER, F. C.; Minussi, DC; LENZ, G.; Wink, MR. Investigation of NTPDase-2 role in cell adhesion,
proliferation and migration. In: 10th International Congress on Cell Biology, 2012, Rio de Janeiro.
Abstracts from the 10th International Congress in Cell Biology and 16th Meeting of the Brazilian
Society for Cell Biology, 2012. p. 22.

7. KIPPER, F. C.; Minussi, DC; LENZ, G. ; Wink, MR . Investigation of NTPDase-2 role in cell adhesion,
proliferation and migration. In: 3rd Meeting of the Brazilian Purine Club, 2012, Ouro Preto. 3rd
Meeting of the Brazilian Purine Club, 2012.

8. GEHRING, M.P.; PEREIRA, T. C. B.; ZANIN, R. F,; KIPPER, F. C;; MOTTER, M. B.; FILHO, A. B;
BATTASTINI, A. M. O.; BOGO, M. R.;; LENZ, G.; CAMPOS, M. M.; MORRONE, F. B.. Silencing of P2X7R
induces radioresistance on human glioma cell line. In: III Meeting of the Brazilian Purine Club
Purinergic Signalling: Structure, Functions and Therapeutic Applications, 2012, Ouro Preto. III
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Meeting of the Brazilian Purine Club Purinergic Signalling: Structure, Functions and Therapeutic
Applications, 2012.

9. KIPPER, F. C,; TAMAJUSUKU, A. S. K;; BATTASTINI, A. M. O.; LENZ, G.; ROBSON, S.; Wink, MR.
Superexpressdo de NTPDAse2 Diminui a Adesdo Celular em Linhagens de Glioma U87. In: XXI Salao
de Iniciagdo Cientifica - UFRGS, 2009, Porto Alegre. Livro de Resumos, 2009. v. 18.

10. KIPPER, F. C,; TAMAJUSUKU, A. S. K;; LENZ, G.; BATTASTINI, A. M. 0.; ROBSON, S.; Wink, MR.
Expression of Nucleoside Triphosphate Diphosphohydrolase CD39 Family Members by Glioma Cell
Line U87. In: XXXVIII Annual Meeting of SBBq, 2009, Aguas de Lindéia. XXXVIII Annual Meeting of
SBBq, 2009.

Co-orientacao de Trabalho de Conclusao de Curso
Louise Camargo de Mendonga. Analises celulares e de sensibilidade in vitro a temozolomida em

culturas primarias derivadas de glioblastoma. 2015. Graduacdo em Biomedicina na Universidade
Federal do Rio Grande do Sul.

Mencao Honrosa e Financiamento

e Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Rio Grande do Sul (FAPERGS) bolsista de graduacao.

e Conselho de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) bolsista de mestrado.

e Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (Cnpq) bolsista de
doutorado.

e Mencdo honrosa pelo trabalho: “Genetic profile analysis and in vitro drug sensitivity from
primary culture obtained from glioblastoma” in 46th Brazilian Congress on Pharmacology
and Experimental Therapeutics, 2014.
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