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Resumo

Glioblastomas (GBs) sdo os tumores mais agressivos envolvendo o Sistema
Nervoso Central (SNC), sdo altamente infiltrativos e de rapida proliferacdo. O
tratamento padréo concilia cirurgia seguida de radio e quimioterapia, mas ainda
assim o prognostico € bastante desanimador: pacientes tem sobrevida média
de 15 meses apés o diagnoéstico. A superexpressado do Receptor do Fator de
Crescimento Epidermal (EGFR) estd bastante relacionada as formas mais
malignas de GBs, pois as rotas ativadas por esse receptor estdo envolvidas na
proliferacdo e migracao celular, além de inibicdo de apoptose. Em células
saudaveis ha cerca de 4x10* a 1x10° moléculas de EGFR, enquanto células
tumorais expressam mais de 2x10° receptores por célula. O Fator de
Crescimento Epidermal (EGF) é a proteina ligante de EGFR, que estimula a
dimerizagdo e ativacdo do receptor, consequentemente estimulando
sinalizacdes de proliferacdo e inibicdo da apoptose. Nesse sentido, Nosso
estudo propdés um protocolo de inducdo de superexpressdao de EGFR na
presenca de EGF exdgeno em células de glioma de rato (C6), com a intencao
de produzir uma variacdo da linhagem que mimetizasse com mais veracidade
um GB de subtipo classico, no qual 90% dos casos tem EGFR superexpresso.
Ainda, tais células foram tratadas com doxazosina, um farmaco analogo a
inibidores de EGFR, para avaliacdo de seu efeito frente & superexpressao de
EGFR. As células foram expostas as concentracfes de 2,5 ng/mL, 5 ng/mL e
10 ng/mL de EGF no meio de cultivo durante 24h e 48h. O numero de células
vidveis e o estagio no ciclo celular foram avaliados por citometria de fluxo. N&o
houve diferenca significativa no niumero de células vidveis quando expostas por
24h. No entanto, as amostras tratadas com 10 ng/mL de EGF por 48h
apresentaram aumento significativo de proliferacdo e também se observou
aumento na expressao do gene EGFR pela analise de gPCR. O tratamento
com 180uM de doxazosina induziu apoptose nas células superexpressando
EGFR. Nosso estudo desenvolveu um protocolo de inducdo de expressdo de
EGFR pela presenca de EGF e mostra indicios de que a molécula EGFR esta
envolvida no mecanismo de agcdo da doxazosina na indugcdo da apoptose em
células de glioma de rato.
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1 Introducéo

1.1 Justificativa

Glioblastomas (GBs) sdo os tumores mais agressivos do Sistema
Nervoso Central e a expectativa de vida de um paciente apés o diagnostico nao
passa de 15 meses na grande maioria dos casos (Agnihotri et al.,, 2013;
Sengupta et al.,, 2012). GBs sao classificados em quatro subtipos: classico,
mesenquimal, pro-neural e neural (Verhaak et al., 2010). O subtipo classico é o
mais agressivo e se caracteriza por superexpressdo do gene do Receptor do
Fator de Crescimento Epidermal (EGFR) (Gupta & Salunke, 2012).

Dessa forma, justifica-se a necessidade da busca por métodos que
diminuam a progresséo tumoral tendo a estrutura quimica do EGFR como alvo.
Diversas terapias farmacologicas tem esse objetivo, destacando-se 0s
anticorpos monoclonais (mAb) anti-EGFR, que se ligam ao receptor no mesmo
sitio do seu ligante endégeno e impedem a sua dimerizacdo. H& também as
pequenas moléculas inibidoras de tirosina cinase (TKI), que séo internalizadas
pela célula e conseguem se ligar ao sitio de ligagcdo de moléculas de ATP do

EGFR, bloqueando sua ativacao dependente de fosforilacéo.

A fim de mimetizar um GB de subtipo classico e, portanto, bastante
agressivo, este estudo propde um protocolo de expressdo de EGFR através da
inducédo de seu ligante EGF em células de glioma de rato C6, adquiridas junto a
American Tissue and Culture Collection (ATCC), para analisar o efeito de
farmacos que tenham o receptor EGFR como alvo. Para tanto, realizou-se uma
curva de concentracdo de EGF e a expressdo de EGFR foi analisada apds o

tratamento.
1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Estabelecer um protocolo de inducéo de expressédo de EGFR em células
de glioma de rato (C6) utilizando diferentes concentragdes de EGF no meio de

cultivo.

1.2.2 Objetivos Especificos



1. Estabelecer uma curva de concentragdo em relacdo a expressdo de EGFR

induzida pela presenca de EGF no meio de cultivo.
2. Avaliar a proliferagéo celular induzida por EGF.

3. Avaliar o efeito do tratamento das células expressando EGFR com 180uM

de mesilato de doxazosina.



2 Referencial Tebrico

2.1 Gliomas

Gliomas séo tumores sélidos e heterogéneos, bem como sdo os tumores
primarios mais comuns. Representam 32% dos tumores de Sistema Nervoso
Central (SNC) em adultos e até 80% de todos os tumores malignos que
compreendem o cérebro (figura 1) (Goodemberg & Jenkins, 2012; Agnihotri et
al., 2013). A Organizacao Mundial de Saude (OMS) classifica os gliomas em
quatro graus de malignidade: gliomas de graus | e Il tem pouco potencial
proliferativo com células diferenciadas semelhentes a astrocitos e
oligodendrdcitos; gliomas de graus Il e IV apresentam alta atividade mitética e
baixa diferenciacdo celular e estdo associados a um pior prognéstico (Louis et
al, 2007). Os gliomas também podem ser classificados em relacdo a
histopatologia — astrocitomas, oligodendrogliomas, oligoastrocitomas ou
ependimoma — e ainda quanto a localizacdo do tumor no cérebro: infra e

supratentoriais (Louis et al., 2007; Huse, Holland e Deangelis, 2013).

B Ependymoma
6%

Oligodendroglioma
7%

Pilocytic
Astrocytoma
5%

Protoplasmic &
Fibrillary
Astrocytoma
1%

Ependymomas
23

Anaplastic

Oligodendrogliomas Astrocytoma
2%

%

Embryonal, including

Medulloblastoma
1%

Figura 1: (A) Distribuicdo dos tumores primérios no SNC e (B) distribuicdo dos gliomas nos
Estados Unidos entre 2004 e 2008 (Agnihotri et al, 2013).

2.1.1 Glioblastomas

Glioblastoma (GB) corresponde ao tumor mais agressivo de Sistema
Nervoso Central (SNC) (Agnihotri et al., 2013). A avaliacdo histopatologica
classifica GBs como astrocitomas de grau IV, eles representam 55% de todos
0s tumores astrociticos e 16% dos tumores primarios cerebrais (Figura 1)
(Denysenko et al., 2010; Persano et al., 2011; Agnihotri et al., 2013; Ostrom et
al., 2013; Goodemberg & Jenkins, 2012).



GBs séo altamente infiltrativos e difusos, caracterizados por elevada
celularidade, uma variedade de atipias nucleares e intensa atividade mitética. O
crescimento infiltrativo impede a resseccdo cirdrgica definitiva e sua

agressividade levam a um prognéstico ruim (Huse, Holland e Deangelis, 2013).

2.1.2 Tratamento

A terapia estabelecida na clinica consiste em resseccao cirdrgica,
seguida de radioterapia e quimioterapia adjuvantes (Stupp et al, 2005; Li et al,
2014). No entanto, a expectativa de vida de pacientes apds o diagndstico ndo
passa de 15 meses, em média, com recidiva do tumor e invasdo em sete
meses apos inicio do tratamento radioterdpico (Stupp et al., 2005; Sengupta et
al, 2012). Em apenas 5% dos casos, pacientes diagnosticados com GB

sobrevivem cerca de 5 anos (Goodemberg & Jenkins, 2012).

A massa tumoral muitas vezes pode invadir areas cerebrais funcionais,
impossibilitando a resseccédo cirdrgica sem gque sejam afetadas as atividades
motoras e/ou 0s processos cognitivos, comprometendo a qualidade de vida do
paciente (Sanai e Berger, 2008). Outro problema relacionado a ressecc¢ao
cirurgica é que GBs sdo tumores altamente infiltrativos e multifocais, dessa
forma, nem todas as células tumorais sdo removidas, e as células restantes

sao responsaveis pela recorréncia do tumor.

A resisténcia a quimioterapicos € outro fator que dificulta o tratamento
pés-operatorio. GBs apresentam diversas anormalidades genéticas e esta
heterogeneidade € um desafio terapéutico, porque as células podem responder
de forma diferente a terapia. A desregulacdo de enzimas celulares e de
proteinas transportadoras de membranas, aberracdes gendmicas e alteracdes
na susceptibilidade a apoptose sdo responsaveis pela alta incidéncia de
qguimio-resisténcia nas células tumorais (Bredel et al., 2011; Yu et al., 2012).

Nesse sentido, estudos indicam que a avaliagcdo histopatolégica é
limitada ao delineamento do tratamento, pois ndo é precisa em relacdo a
heterogeneidade celular. Vitucci e colaboradores (2011) relatam diversas
analises do perfil de expressao génica (GEP) de glioblastomas e que indicam a

GEP como uma fonte de classificacdo mais confiavel, especialmente no caso
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de gliomas morfologicamente ambiguos. No entanto, apesar de ja haver a
aplicacéo clinica dessa analise genbmica em casos de céancer de mama, a

aplicacao na neurooncologia ainda néo ocorre (Vitucci et al., 2011).

2.1.3 Subtipos de Glioblastoma

Devido a diversidade génica das células que constituem os GBs,
estudos de GEP tem sugerido uma classificacdo baseada em caracteristicas
moleculares desses tumores (Verhaak et al, 2010). Eles tem demonstrado
que assinaturas transcricionais efetivamente podem distinguir gliomas de baixo
grau e GB. Além disso, identificam genes que tem seus niveis de expressao
correlacionados ao prognéstico (revisado por Huse, Holland & DeAngelis,
2010). Quatro subtipos de GB foram definidos: classico, mesenquimal, pro-

neural e neural (figura 2).

esenquimal

* Amplificacao + Baixa « TP53 mutada « Marcadores
cromossomo 7 expressao de « Alta express&o neurais NEFL,
(EGFR) NF1 de PDGFRA, GABRA1

* Auséncia « PTEN mutada SOX, DLL3 « Algumas
Cromossomo « Alta express&o células normais
10 de YKL40,

* TP53 nao CD44, TRADD
mutada

Figura 2: Subtipos de Glioblastoma com base em assinaturas moleculares (adaptado de Bartek
et al, 2012).

2.1.3.1 O Subtipo Cléassico

O subtipo classico se caracteriza por amplificacdo do cromossomo 7 e
consequente superexpressdo do gene EGFR (Receptor do Fator de
Crescimento Epidermal), que afeta a proliferacdo e o crescimento celular,
somada a perda do cromossomo 10 (figura 2) (Verhaak et al, 2010; Bartek et
al, 2012). EGFR € o gene mais frequentemente amplificado e superexpresso
em GB e afeta cerca de 40% desses tumores (Gupta & Salunke, 2012).
Amplificacdo de EGFR é um indicativo de gliomas de alto grau (Gupta &
Salunke, 2012), embora sua aplicacdo em progndésticos ainda nao esteja clara
(Louis et al, 2007).
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Ainda, esse subtipo apresenta mutacdes que resultam no variante
EGFRVIII (o receptor esta constitutivamente ativo nesse caso), delecdo do
gene CDKNZ2A (transcreve a pl6, proteina supressora tumoral que atua sob o

ciclo celular), e auséncia de mutacdes na TP53 (figura 2) (Vitucci et al, 2011).

2.2 EGFR

EGFR é um receptor transmembrana, membro da familia ErbB de
receptores tirosina cinase que compreende trés receptores adicionais, ErbB2,
ErbB3 e ErbB4 (Normanno et al, 2006). A fosforilacdo das porcdes
intracelulares desses receptores ativa rotas de sinalizacdo como Ras-ERK e
PI3K-Akt, entre outras (Tebbutt et al, 2013). O EGFR exerce uma funcédo
importante na regulagao da proliferacéo, sobrevivéncia e diferenciagdo celular.
Os ligantes responsaveis pela sua ativacdo incluem: EGF (Fator de
Crescimento Epidermal), TGF-a (Fator de Crescimento Transformador alfa),

anfiregulina, betacelulina, dentre outros. (Yewale et al, 2013).

Unliganded, Ligand-bound dimeric ectodomain
tethered ectodomain

Cyclin-like
kinase

Inaétive Activated
kinase kinase

Figura 3: Conformacdo de EGFR e ativacdo dependente de ligante. A porcao extracelular é
formada por quatro dominios. Na auséncia do ligante (EGF), o receptor estd em uma
conformacao autoinibitéria com o braco de dimerizagdo do dominio Il “escondido” sob o
dominio IV. A ligacdo de EGF nos dominios | e lll induz o rearranjo da molécula, que apresenta
uma conformacgédo estavel. A exposi¢cdo do braco de dimerizacdo é a interface necessaria a

ligacdo com outro monémero do receptor para sua ativagédo (Ferguson, 2008).
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A porcéo extracelular de EGFR é composta pelos dominios I, I, lll e IV
(também denominados L1, CR1, L2 e CR2, respectivamente), e a interacdo do
ligante com os dominios | e Il do receptor faz com que ele se estabilize em
uma conformacéo estendida capaz de formar dimeros (figura 3) (Jorissen et al,
2003). Dados da literatura descrevem a formacdo de homo ou heterodimeros,
bem como relata que diferentes ligantes formam dimeros que se

autofosforilardo em locais distintos (Yewale et al, 2013).

Enquanto inativo, o EGFR ocorre na membrana plasmatica como um
mondmero. A ligacdo de uma molécula EGF ou outro ligante compativel (TGF-
a, anfiregulina, betacelulina) em um monémero do receptor induz uma
mudanca de conformacé&o: a exposi¢cao do braco de dimerizacdo da porcéo II,
que permite a ligacdo de dois mondmeros de EGFR. A dimerizacdo ativa a
atividade das cinases na porcdo intracelular, e leva a formacdo de
invaginacdes cobertas por clatrina na membrana. Essas invaginacfes formam
vesiculas endociticas que se fusionam com endossomos iniciais. Moléculas de
EGFR que estdo presentes nesses compartimentos retornam a membrana
plasmatica (recicladas) ou sdo destinadas a degradacao (Yewale et al, 2013).
Na auséncia de ligante, EGFR esta internalizado e possui meia-vida de 30
minutos sendo rapidamente reciclado e devolvido a membrana plasmatica. A
meia-vida metabdlica de EGFR em linhagens celulares tumorais é de 20h, isso
significa que o mesmo receptor ir4 ciclar na via endocitica diversas vezes
durante esse tempo. O trafico de EGFR pode afetar a farmacocinética de
drogas derivadas de anticorpos que se ligardo ao receptor e também serdo

internalizadas (Yewale et al, 2013).

Em células saudaveis ha cerca de 4x10* a 1x10°> moléculas de EGFR,
enquanto células tumorais expressam mais de 2x10° receptores por célula
(Herbst et al, 2002; Yewale, 2013). Por essa razao, diversas alternativas
terapéuticas para cancer tem sido desenvolvidas visando moléculas EGFR
como alvo. Os agentes mais promissores sao 0s anticorpos monoclonais (mAb)
e as moléculas inibidoras de tirosina cinase (TKI), que apresentam
mecanismos de acdo e especificidade distintos para 0 mesmo alvo. mAbs se
ligam a porcéo extracelular do receptor e competem com as moléculas ligantes,

impedindo a ativacdo das cascatas de sinalizacao (Garrett et al, 2002; Ogiso et
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al, 2002; Yewale, 2013); TKIs inibem a autofosforilacdo da porcéo
citoplasmatica de EGFR ao competirem com ATP enddgeno pelo dominio
catalitico da molécula (Yewale et al., 2013).

2.3 EGF

O Fator de Crescimento Epidermal (EGF) € um polipeptideo composto
por 53 aminoacidos que estimula a proliferacdo celular em diversos tecidos,
sendo inicialmente isolado de glandulas submaxilares de camundongos adultos
(Ogiso et al, 2002). A familia EGF também compreende TGF-a, HB-EGF,
anfiregulina, betacelulina, Dentre outras, porque compartiham a mesma
estrutura primaria: um ou mais motivos EGF, ou seja, uma sequéncia de 35-40
aminoacidos separados por seis residuos conservados de cisteina seguindo o
seguinte padrdo: CX7CX3-5CX10-12CXCX5GXRC (C, cisteina; G, glicina; R,
arginina; X, outro aminoacido ) (Harris et al, 2003; Zeng & Harris, 2014). Os
residuos de cisteina pareiam-se e formam trés pontes dissulfeto essenciais a
manutencdo da atividade bioldgica da molécula (figura 4) (Zeng & Harris,
2014).

Figura 4: Estrutura da molécula de EGF. As trés pontes dissulfeto aparecem em amarelo
(Ogiso et al, 2002).

Elevada expressdo de EGF esta relacionada com progressao tumoral e
metastase através de diversos mecanismos, destacando-se (a) estimulo de
metaloproteinases de matriz (MMP1 e MMP9) e (b) desregulacéo da atividade

autofagica (Zeng & Harris, 2014).

2.4 Rotas ativadas por EGFR

2.4.1 Ras/Raf/MEK/ERK
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A rota de sinalizacdo que envolve as proteinas Ras, Raf, MEK (proteina
cinase ativada por mitdgeno) e ERK (cinase regulada por sinal extracelular) é
objeto de intenso estudo, pois ela ativa fatores de transcricdo que regulam
expressdo de genes antiapoptoticos e envolvidos em proliferacdo celular
(Chang et al, 2003). Essa rota esta diretamente relacionada ao EFGR, pois a

ativacao do receptor € o primeiro sinal necessario a sua regulacgéo (figura 5).

Quando EGF se liga ao EGFR e esse sofre dimerizagdo e
autofosforilacdo, a proteina Grb2 pode se ligar ao receptor via seu dominio
SH2. Ligada ao EGFR, Grb2 recruta a proteina SOS. O complexo Grb2-SOS
esta associado ao EGFR, portanto proximo da membrana plasmaética; dessa
forma, a proteina SOS pode induzir a ativacdo da Ras, que reside nesse local,
pela troca de GDP por GTP (Jorissen et al., 2003).

A Ras pertence a familia de proteinas G, portanto inativa quando ligada
a GDP e ativa quando ligada a GTP. A proteina SOS se torna ativa apés a
dimerizacdo e autofosforilacdo de dominios tirosina cinase no EGFR
(processos que permitem a ligacdo do complexo Grb2-SOS ao receptor), assim
ela induz a troca de nucleotideo em Ras, ativando-a. Ras recruta a proteina
Raf, uma cinase serina/treonina que se dimeriza e sofre fosforilagdo em
diversos dominios (Chang et al, 2003; Yamamoto et al, 1999; Weber et al,
2001). Raf ativa pode fosforilar a MEK, ativando-a. A MEK entdo fosforila e
ativa a ERK, que ira regular a expressdo de genes via ativacdo ou inibicdo de

fatores de transcrigdo.

Alguns dos fatores de transcricdo ativados por ERK sao c-Myc e c-Jun,
além de CREB, que é indiretamente ativado por ERK (Chang et al, 2003). c-
Myc é o produto do gene myc e é um protooncogene com bastante influéncia
na tumorigénese, pois atua na proliferacdo e ha relatos de que sua
desregulacéo altera os checkpoints do ciclo celular (Dominguez-Sola et al,
2007). c-Jun é uma proteina que forma uma heterodimero com a proteina Fos,
formando o complexo AP-1. AP-1 € um fator de transcricdo que exerce funcao
critica na regulagdo da sobrevivéncia de uma célula (Shaulian & Karin, 2001).
CREB pertence a uma familia de fatores de transcricdo composta por proteinas

nucleares que formam um ziper a redor do DNA, regulando a transcricdo de
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diversos genes. Muitos desses genes estao relacionados a progressao no ciclo

celular como as ciclinas Al, A2, D1 e D2 (Mantamadiotis et al, 2012).

2.4.2 PI3K/Akt(PKB)/mTOR

Quando EGFR se dimeriza, ele recruta diversas proteinas para a regiao
proxima a membrana. Dentre essas proteinas esta a PI3K (fosfatidilinositol-3-
cinase), cuja acao € fosforilar lipidios de membrana (especificamente
fosfatidilinositol) gerando moléculas como o fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (P1P2)
e fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) que interagem com proteinas efetoras
e transduzem o sinal da membrana para o citoplasma (Fumarola et al., 2014).
PIP3 fosforila proteinas que possuem dominio plecstrina (PH), sendo a mais
notavel a Akt (ou proteina cinase B, PKB), que necessita de uma segunda

fosforilacdo para ser ativada, a qual € mediada pelo mTORC?2 (figura 5).

Akt em seu estado ativo fosforila e inibe proteinas relacionadas a
apoptose — como BAD (Promotor de Morte Associado a Bcl-2) — e estimula a
progressao no ciclo celular. Ainda, Akt promove a ativacao (de forma indireta)
de mTORCL1, um dos principais reguladores do metabolismo e crescimento
celular. mTORC1 tem funcao na inibicdo da autofagia (via fosforilagdo de seus
substratos ULK1 e ATG13), bem como na regulacéo da sintese de proteinas e

lipidos (via ativacdo de diversas proteinas como p70S6K) (Takei et al, 2014).

2.4.3 PLC-y

O metabolismo de fosfolipidios é bastante regulado pela ativacdo de
EGFR e por isso esta envolvido em diversos processos celulares. A atividade
desses lipidios é mediada por enzimas como a Fosfolipase-C gama (PLC-y),
que tem no EGFR ativado seu primeiro estimulo para sinalizagdo. PLC-y se liga
diretamente ao dimero de EGFR, é fosforilada por esse receptor e se torna
ativa. Ativacdo de PLCs esta envolvida na tumorigénese e metastase via
migracao e reorganizacao de citoesqueleto e diversos tumores demonstram ter

expressao alterada desse grupo de enzimas (Yang et al, 2013) (figura 5).

Na forma ativa, PLC-y é capaz de hidrolisar o lipidio de membrana

fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) e gerar os segundos mensageiros 1,2-
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diacilglicerol (DAG) e inositol-1,3,5-trifosfato (IP3). IP3 atua na liberacdo do
Ca*" intracelular e afeta a atividade de diversas enzimas célcio-dependentes.
DAG ¢é um cofator na ativacdo da proteina cinase C (PKC) e,
consequentemente, das rotas de sinalizacdo ativadas por PKC (Jorissen et al,
2003). Devido a esses eventos, PLC-y atua nos processos de proliferacéo,

migracao, sobrevivéncia e morte celular (Yang et al, 2012).

A atividade de PLC-y é regulada positivamente pela interagcdo de seu
dominio PH com PIP3 (Lattanzio et al, 2013). Quando essa interacdo ocorre,
PLC-y é recrutado para a regido da membrana plasmatica e exerce sua
atividade hidrolitica em PIP2 (Park et al, 2012). 4
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recrutam diversas enzimas (PLC, por exemplo) e proteinas adaptadoras (como Grb2 e SOS). A
ativacdo dessas rotas resulta em estimulos a proliferacdo e também em inibicdo de apoptose
(adaptado de Yarden & Shilo, 2007).

2.5 Doxazosina

A doxazosina é um derivado quinazolinico que compreende a classe
terapéutica dos alfa-bloqueadores adrenérgicos (Hansson et al, 1998). Ela é
utilizada na clinica como Mesilato de doxazosina (Cardura®) para o tratamento
de hipertensédo, insuficiéncia cardiaca congestiva e hiperplasia benigna de
prostata. Estudos mostram que a doxazosina e seus derivados quinazolinicos
sdo potentes (como potentes) indutores de apoptose na em (préstata de

pacientes com) tumores benignos prostaticos sem afetar sua capacidade
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proliferativa (Kyprianou et al, 1998; Chon et al, 1999). Além disso, evidéncias
suportam que esse farmaco suprime o crescimento de células tumorais por um
mecanismo independente ao relacionado com o adrenoreceptor alfa-1
(Kyprianou & Benning, 2000). Entretanto, até hoje nao existem estudos

conclusivos sobre o mecanismo de acdo antineoplasico da doxazosina.

Através dos resultados obtidos na andlise da estrutura quimica da
doxasozina e sua relacado com atividade biolégica, nosso grupo observou que o
farmaco possui padrédo molecular similar a agentes quimioterapicos utilizados
na clinica, como os inibidores de tirosina cinase Erlotinib® e Lapatinib® (figura

6) (Gaelzer, 2013). Tais agentes tem os receptores da familia ErbB como alvo.
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Figura 6: Estrutura quimica de (A) Erlotinib, (B) Lapatinib e (C) Doxazosina.
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3 Métodos
3.1 Reagentes

Meio de cultivo celular Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) e soro
fetal bovino (SFB) foram adquiridos da Gibco® (Grand Island, NY, USA). 5-
Bromodeoxiuridina (5-BrdU) e EGF recombinante humano foram obtidos da
empresa Sigma Aldrich Co. (St Louis, MO, USA). lodeto de propidio e Alexa
Fluor® 488 Anexina V foram adquiridos da empresa Life Technologies
(Carlsbad, CA, USA).

3.2 Cultivo celular

A Linhagem celular de glioma de rato (C6) foi obtida junto a ATCC
(Rockville, MD, USA). As células foram mantidas e expandidas em DMEM
(Gibco-Invitrogen, Grand Island, NY, USA) suplementado com 5% (v/v) soro
fetal bovino (Gibco-Invitrogen, Grand Island, NY, USA), contendo 2,5 mg/mL de
Fungizona® e 100 U/L de gentamicina (Shering do Brasil, Sdo Paulo, SP,
Brasil). As células foram mantidas a uma temperatura de 37°C e com umidade

relativa de 5% CO, atmosférico.
3.3 Curva de EGF

Células em 70-80% de confluéncia foram semeadas em placas de 6 pocos
com densidade de 50.000 células por poco. As concentracfes utilizadas de
EGF foram: 2,5 ng/mL, 5 ng/mL, 10 ng/mL com tempos de incubacao de 24 e
48hs.. Tais valores foram baseados no estudo de Schwabedissen e
colaboradores (2006), que observaram aumento na expressao da proteina de
resisténcia do cancer de mama (BCRP) em células estimuladas com EGF

exégeno.
3.4 Reacgao em Cadeia da Polimerase em Tempo Real

A expressao do gene EGFR foi analisada pela Reacdo em Cadeia da
Polimerase em tempo real (QPCR). Foi realizada extragdo de RNA total com o
reagente TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) de acordo com as

especificacdes do fabricante. A concentracdo de RNA foi quantificada por
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absorbancia UV no aparelho BioPhotometer Plus (Eppendorf, USA). A
transcricdo reversa foi realizada com o ki SuperScript First-Strand Synthesis
System (Invitrogen, USA), a partir de 300 ng de RNA total em cada amostra. O
cDNA sintetizado foi diluido 10 vezes para a gPCR com os primers de EGFR e
do gene endogeno B2-Microglobulina (32M). Os primers de EGFR utilizados
foram: 5-CCTGGAAGAGACCTGCATTATC-3 (senso) e 5'-
CAGAGCTGTCAAACCCACTAC-3' (antissenso) e foram adquiridos junto a
Sigma Aldrich (St Louis, MO, USA). Os primers de B2M utilizados foram: 5'-
TCCTGGCTCACACTGAATTC-3 (senso) e 5-
CTTTGTGGATAAATTGTATAGCA-3' (antisenso). O aparelho de gPCR
utilizado foi o StepOne™ System (Applied Biotechnologies, Foster City, CA,
USA). Todas as analises foram realizadas em triplicata e as quantidades
relativas de EGFR foram normalizadas em relacdo a expressédo de B2M de

acordo com o método AACH.
3.5 Analise por Citometria de Fluxo

Citometria de Fluxo foi utilizada para contar o numero de células e avaliar o
estagio no ciclo celular das amostras tratadas com EGF. Utilizou-se o aparelho
FACSCalibur (Becton Dickinson) e as analises foram feitas por meio do
programa FCS Express 4 (De Novo Software™). Cada analise incluiu ao

menos 10.000 eventos.
3.6 Proliferacdo Celular

Para analisar a proliferagéo celular, adicionou-se ao meio de cultivo o
marcador fluorescente e analogo de timidina 5-BrdU. As células foram
observadas em microscopio de fluorescéncia invertido (Nikon Eclipse TE300) e
as imagens foram capturadas utilizando uma camera CCD (DXM1200C Nikon

Instruments Inc., USA).
3.7 Morte Celular

A fim de avaliar se os tratamentos induziram a morte celular, foi utilizado o
kit AlexaFluor® 488 Annexin V/Dead Cell Apoptosis (Molecular Probes®,

Carlsbad, CA, USA) de acordo com as especificagbes do fabricante. As células
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foram observadas em microscopio de fluorescéncia invertido (Nikon Eclipse
TE300) e as imagens foram capturadas utilizando uma camera CCD
(DXM1200C Nikon Instruments Inc., USA).

3.8 Analise Estatistica

Todos os dados sdo expressos como médiatEP. Todos os resultados
sao representativos de ao menos dois experimentos independentes. Para a
analise da expressao de EGFR por qPCR foi utilizado teste t. A ANOVA de
uma via foi utilizada para analise da contagem de células pelo citbmetro de
fluxo, seguida pelo teste de Tukey. As diferencas entre as meédias foram

consideradas significativas quando P<0,05.
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4 Resultados e Discussao
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Figura 7: Namero de células viaveis apds 24h (A) e 48h (B) de tratamento. Em 48h o grupo
tratado com 10 ng/mL de EGF demonstrou aumento significativo em relacdo ao controle
(ANOVA de uma via, seguida de Teste de Tukey, *P<0,05). Incorporagcéo de 5-BrdU em células
tratadas por 24h (C) e 48h (D) (aumento 100x).
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de 180uM de doxazosina marcadas com iodeto de propido e anexina V (aumento 100x, filtros
rodamina e FITC).

As células tratadas com 2,5 ng/mL, 5 ng/mL e 10 ng/mL de EGF durante
24 horas ndo demonstraram diferenca significativa quanto ao numero de
células em relacdo ao controle (P>0,05) (figura 7A) e nado foi observado
aumento da incorporacédo de 5-BrdU nesse periodo (figura 7C). Apés 48 horas,
o tratamento com 10 ng/mL de EGF apresentou diferenca significativa em
relacdo ao controle (P<0,05) quanto a contagem de células (figura 7B),
enquanto 0s outros grupos tratados nao diferiram. Ainda, uma grande
quantidade de 5-BrdU foi incorporada pelas células nesse mesmo periodo.
Houve maior incorporacdo do marcador principalmente naquelas tratadas com
10 ng/mL de EGF (figura 7D).

O estimulo causado por EGF parece gerar uma resposta lenta e gradual
por parte da célula, pois em 24 horas de tratamento ndo se observou
incorporacao de 5-BrdU (figura 7C).No entanto, ndo significa que n&o houve
aumento da expressdo de proteinas relacionadas a vias de proliferacdo. Um
estudo relatado por Schwabedissen e colaboradores (2006) demonstrou que,
em células fibroblasticas (MCF-7), o EGF induziu o0 aumento na expressao de
alguns genes e de proteinas relacionadas a essas vias em 12 e 24 horas. Essa
indugcédo foi observada nas mesmas concentragbes de EGF utilizadas no
presente estudo. Portanto, € possivel que apesar do niumero de células nao ter
diferido significativamente, as células ja iniciaram uma resposta ao estimulo

causado por EGF, de forma a ativar rotas proliferativas.

Na andlise do ciclo celular (figura 8) é possivel observar que os
tratamentos de 5 ng/mL e 10 ng/mL de EGF por 48 horas estimularam as
células a passarem da fase G1 para as fases S e G2. Esses resultados indicam
que o tratamento com EGF na concentracdo de 10 ng/mL por 48h aumentou a

proliferacéo das células de glioma de rato (C6).

Procedeu-se a andlise da expressao do gene EGFR em células tratadas
com 10 ng/mL de EGF durante 48 horas, pois foi observado efeito desse
tratamento na proliferacdo celular. A andlise de qPCR, demonstrou aumento

da expressao de EGFR (figura 9A) na concentracdo de 10 ng/mL de EGF
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(P<0,01). Diante disso, observamos que o aumento da proliferacdo observada
(figura 7B) pode estar relacionado a uma maior quantidade de EGFR sendo

expresso nessas células.

Wang e colaboradores (2010) mencionaram diversos estudos que
demonstram a internalizacdo de EGFR imediatamente apdés a ligacdo de EGF
ao receptor. A endocitose é um processo fundamental que controla a
intensidade e a duracdo do sinal enviado quando o receptor é ativado.
Vesiculas contendo EGFR ativo se fusionam com endossomos iniciais e,
nesses compartimentos, o destino dos receptores € definido: serdo reciclados
de volta a superficie ou enviados para degradacdo lisossomal (Wang et al.,
2010). E possivel que em 24 horas o EGF tenha induzido a internalizac&o dos
receptores sem que eles fossem degradados sendo reciclados de volta a
membrana. Dessa forma, ndo ha necessidade de um numero maior de
receptores ser expresso. Quando as células sao tratadas por 48 horas a
expressdo em niveis fisiolégicos do EGFR pode nao ser suficiente para
responder ao estimulo de EGF no meio, fazendo-se necesséario o aumento da

expressao do receptor (figura 9A).

Com o objetivo de estudar se 0 EGFR é a molécula alvo da Doxazosina,
as células C6 com expressdo de EGFR aumentada (C6-EGFR+) foram
expostas a 180uM de Doxazosina. Essa concentragéo foi escolhida com base
em estudo anterior do nosso grupo, que demonstrou o efeito antitumoral da
Doxazosina na linhagem C6 normal (Gaelzer, 2013). Nesse mesmo estudo foi
observada a presenca de 30-40% de células resistentes ao farmaco. Apos 48
horas de tratamento com 180uM de Doxazosina nas C6-EGFR+ ndo foram
observadas células viaveis (figura 9B). Ainda, a marcacdo com Anexina V
indica que a morte causada por doxazosina € majoritariamente apoptotica
(figura 9B).

Nosso estudo foi capaz de induzir o aumento na expressao de EGFR em
células de glioma de rato na presenca de 10 ng/mL de EGF durante 48 horas
(figura 10). Observamos aumento na proliferacdo celular apés o tratamento,
que pode estar relacionado a maior expressao do receptor nas ceélulas e

consequente ativacdo de vias proliferativas. Acredita-se que o EGFR esta
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relacionado a acdo da Doxazosina, mas nao se excluem possibilidades de que
outros receptores ou proteinas associadas as vias de proliferagdo também
desempenhem papel no mecanismo de a¢do do farmaco.

Membrana

== plasmatica
EGFR

C6-EGFR+

180puM Doxazosina
48 horas

Figura 10: Esquema representativo dos resultados obtidos. O tratamento com 10 ng/mL de

10 ng/mL EGF
48 horas

Membrana
plasmatica

B rosfatidilserina

Qv
¢{ Anexina V
(]

EGF em células C6 induziu maior expressdo de EGFR (C6-EGFR+) e o tratamento com 180uM

de Doxazosina induziu apoptose nas C6-EGFR+.
5 Consideracdes Finais

Por fim, nosso grupo ird continuar analisando a expressdo de EGFR
frente ao tratamento com EGF e apds a retirada do estimulo, a fim de
determinar qual a duracdo da resposta obtida pelo fator de crescimento. Ainda,
ensaios de immunoblotting serdo realizados para avaliar se a expressao
aumentada do receptor se correlaciona com a sua sintese. Seguiremos,
também, estudando o mecanismo de acdo da Doxazosina em células de
glioma de rato para entender melhor a participacdo do EGFR no processo de

apoptose induzido pelo farmaco.
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