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APRESENTACAO

A presente dissertacdo é composta de: uma Introduc&o com os principais
tépicos abordados na parte experimental, que inclui o modelo tumoral utilizado
(glioblastoma), os compostos citotoxicos utilizados (resveratrol e temozolomida), e os
mecanismos de proliferagdo e morte celular avaliados no trabalho (apoptose, autofagia,
morte autofagica, ciclo celular e catastrofe mitética). Apds, sado descritos os Objetivos,
seguidos de 2 Capitulos, em forma de artigos cientificos, nos quais estdo contidos os
Materiais e Métodos utilizados, os principais Resultados encontrados ao longo da
elaboragdo do projeto, uma discussédo especifica e as referéncias especificas de cada
trabalho.

Brevemente, o Capitulo | descreve o efeito e potenciais mecanismos de agao do
Rsv em linhagens de GBM humano, focando no papel que a autofagia tem neste
mecanismo. Este trabalho foi submetido, em 12/12/2010 ao periddico PlosOne
(http://www.plosone.org/home.action). O segundo capitulo aborda os mecanismos pelos
quais o Rsv potencializa o efeito da TMZ em células de GBM, principalmente com relagao
ao controle do ciclo celular e inducéo de catastrofe mitética. Este trabalho sera submetido

ao periodico Molecular Cancer Research (http://mcr.accrjournals.org). Os trabalhos estao

formatados conforme indicado por cada periddico.
Ao final, é feita uma Discusséo Integrada dos dados obtidos em todo o trabalho,
integrando os resultados dos 2 capitulos, seguido de dois Modelos Hipotéticos,

Conclusdes, Perspectivas e Referéncias gerais.
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RESUMO
Glioblastomas (GBMs) s&o os tumores primarios (gliomas) mais comuns e agressivos do
Sistema Nervosos Central, classificados pelos oncologistas como um dos maiores
desafios da oncoterapia. O prognéstico dos pacientes é ruim mesmo apds terapia
cirdrgica seguida de radio e quimioterapia com Temozolomida (TMZ). Células de GBM
apresentam resisténcia intrinseca a apoptose, porém, se mostram mais sensiveis a
indugado de senescéncia, autofagia e catastrofe mitdtica. Resveratrol (Rsv) € um polifenol
com acao neuroprotetora ao tecido neural sadio e, por outro lado, acdo citotoxica em
células de GBM. Porém, o mecanismo de acdo do Rsv nestas células ainda nao esta
esclarecido. O objetivo do presente trabalho é avaliar o mecanismo de agao do Rsv, bem
como o efeito do co-tratamento de Rsv e TMZ, em células de GBM. Rsv reduziu o numero
de células em 3 linhagens de GBM humano, induzindo autofagia e acumulo de células
nas fases S-G2/M do ciclo celular, com aumento de pCdc2(Y15), das ciclinas E, Ae B e
redugéo de ciclina D1. A inibigdo da autofagia induzida pelo Rsv aumentou a toxicidade
do composto, ativou a apoptose (acompanhado do aumento de Bax e de clivagem de
caspase 3) e inibiu a parada no ciclo celular induzida pelo Rsv, reduzindo os niveis das
ciclinas e de pCdc2 (Y15). Estes dados sugerem um papel citoprotetor da autofagia no
efeito do Rsv. Por outro lado, Rsv potencializou o efeito citotdoxico da TMZ através da
inibicdo da parada em G2/M induzido pela TMZ, sem reduzir o dano ao DNA induzido pela
TMZ ou a ativacdo da proteina de reconhecimento de dano ATM. Nucleos das células
expostas ao co-tratamento apresentaram caracteristicas tipicas de catastrofe mitética,
acompanhado pelo acumulo de ciclina B e reducdo de pCdc2(Y15). Através de uma
ferramenta de analise morfométrica nuclear desenvolvida por nés, mostramos que o co-
tratamento de Rsv e TMZ induziu um aumento no numero de nucleos em catastrofe
mitética. Em conclusdo, Rsv apresentou potencial aplicagdo em GBM a ser testada em
modelos in vivo deste tumor, tanto como terapia primaria (especialmente se combinado a
inibidores de autofagia) ou como adjuvante a TMZ. Uma vez que as células cancerosas
sdo resistentes a morte celular e sabendo que um Unico composto geralmente modula
mais de um mecanismo celular, € importante considerar estas interacbes para o
desenvolvimento de alternativas para sensibilizar as células cancerosas e aumentar a

eficacia terapéutica.
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ABSTRACT
Glioblastomas (GBM) are the most common and aggressive primary tumors (gliomas) of
the Central Nervous System, classified by oncologists as one of the biggest challenges of
oncotherapy. The prognosis for patients is poor, even after surgical therapy followed by
radiotherapy and chemotherapy with Temozolomide (TMZ). GBM cells are intrinsically
resistance to apoptosis, but more sensitive to the induction of senescence, autophagy and
mitotic catastrophe. Resveratrol (Rsv) is a polyphenol with a neuroprotective effect on
healthy neural tissue but it has a a cytotoxic activity in GBM cells. Unfortunately, the
mechanism of action of Rsv in these cells is still unclear. The aim of this study is to assess
the mechanism of action of Rsv, as well as the effect of co-treatment of Rsv and TMZ in
GBM cells. Rsv reduced the number of cells in three cell lines of human GBM, inducing
autophagy and accumulation of cells in S-G2/M phase of cell cycle, increasing pCdc2
(Y15), pRb (S807/811), cyclins E, A and B, and reducing cyclin D1. Inhibition of Rsv-
induced autophagy slightly increased the toxicity of the Rsv , accompained by triggering
apoptosis (accompanied by an increase of Bax and cleavage of caspase 3) and inhibition
of cell cycle arrest induced by Rsv, reducing the levels of cyclins and pCdc2 (Y15) in
relation to Rsv alone, suggesting a cytoprotective role of autophagy in the effect of Rsv.
Moreover, Rsv enhanced the cytotoxic effect of TMZ by abrogate the arrest in G2/M
induced by TMZ, without reducing the DNA damage induced by TMZ or the activation of
protein damage recognition ATM. Nuclei of cells exposed to co-treatment showed typical
features of mitotic catastrophe, accompanied by the accumulation of cyclin B and reduced
pCdc2 (Y15). Through a tool developed by us, we demonstrate that in fact the co-
treatment induced an increase of nuclei with irregularities typical of mitotic catastrophe. In
conclusion, Rsv has potential application in GBM, both as primary therapy (especially if
combined with inhibitors of autophagy) or as adjuvant to TMZ. Since cancer cells are
resistant to cell death and understanding that a single compound usually modulates more
than one cellular mechanism, it is important to consider these interactions to the

development of alternatives to sensitize cancer cells and increase therapeutic efficacy.
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1. INTRODUCAO
1.1 - GLIOMAS
1.1.1 — Conceito e Classificacao Geral dos Gliomas

Gliomas sao os tumores cerebrais primarios (de origem neuroglial) de maior
ocorréncia, amplamente heterogéneos tanto histolégica quanto clinicamente e com
variado grau de malignidade. Em 2007, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
descreveu a classificagao utilizada atualmente em gliomas, publicada por quatro autores
diferentes [1-4], a partir de dados moleculares e epidemiolégicos destes tumores. Destes
quatro artigos foram retiradas as informacgdes basicas contidas nesta se¢édo 1.1.1, exceto
quando indicado. Assim, atualmente, a classificacao dos gliomas é procedida a partir de

trés parametros: o tipo celular, o grau de malignidade e a localizagao tumoral.

a. Classificacdo com Base no Tipo Celular

A classificagdo baseada no tipo celular é feita a partir das caracteristicas
histologicas dos mesmos, de acordo com a semelhanga fenotipica das células tumorais
com os diferentes tipos de células gliais (as células de sustentagao e suporte funcional do
Sistema Nervoso Central) — astrdcitos, oligodendrdcitos e células ependimais. Assim, com
base na aparéncia morfolégica, os gliomas s&o classificados em Astrocitomas,

Oligodendrogliomas ou Ependimomas, respectivamente. Ainda, com menor prevaléncia

podem se desenvolver tumores “mosaico”, com caracteristicas tanto de astrocitomas

quanto de oligodendrogliomas, sendo por isso chamados de oligoastrocitomas. Dentre os

quatro tipos de gliomas, astrocitomas e oligodendrogliomas s&o os de maior incidéncia,
correspondendo a mais de 90% dos casos. Os tipos tumorais apresentam diferengas nao
apenas histolégicas, mas também com relacdo a sensibilidade terapéutica e ao
prognostico dos pacientes. Geneticamente, apresentam alteragbes tanto semelhantes
quanto particulares. E dentro de cada tipo histoldgico existem, ainda, subtipos definidos a

partir da classificagdo baseada na malignidade e desenvolvimento tumoral.
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b. Classificagdo com Base na Malignidade Tumoral

A OMS classifica tumores em geral, no que se refere a malignidade, em uma
escala que varia de | (baixo grau de malignidade — de crescimento lento e passiveis de
remocgao cirurgica) a IV (alto grau de malignidade — alta agressividade e crescimento;
raramente passiveis de ressecgao cirdrgica e com alta taxa de recorréncia). Nesse

sentido, com base em aspectos histolégicos os gliomas sao discriminados em:
l. Gliomas de baixo grau de malignidade

Séo tumores de graus | e Il, diferenciados (ndo anaplasticos — anaplastia refere-
se ao estado de desdiferenciacdo e pleomorfismo celular, com alta capacidade de
multiplicagdo das células; € uma marca tipica de tumores de alta malignidade) e de
crescimento lento. Tumores de grau | sdo encontrados tipicamente em criangas. Entre os

gliomas de baixo grau os 5 principais subtipos sao:

l.i — Astrocitoma difuso: glioma de baixo grau mais comum; acomete
principalmente individuos adultos da faixa de 30 a 40 anos; crescimento

lento mas difuso, o que dificulta a remogao cirurgica;

l.ii — Astrocitoma pilocitico: ocorre quase exclusivamente em individuos
com idade inferior a 25 anos; tem como principal caracteristica a
progressao lenta; normalmente encapsulados e removiveis integralmente

através de cirurgia;

Liii — Oligodendroglioma: & o segundo tipo mais comum de glioma de baixo
grau; assim como os astrocitomas pilociticos, apresentam crescimento

lento;

l.iv - Gangliogliomas: tumores glio-neurais (mistos de gliomas - do tipo
astrocitoma pilocitico - e células neuronais); a massa tumoral € composta
principalmente pelo glioma; acomete individuos na faixa dos 20 anos e se
desenvolve principalmente no lobo temporal; removiveis cirurgicamente

com bom progndstico para os pacientes;
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v — Gliomas mistos: normalmente apresentam caracteristicas de
astrocitoma difuso e oligodendroglioma; o comportamento € similar ao de

astrocitomas difusos.

Os gliomas de baixo grau ndo sdo benignos, mas apresentam um progndéstico
razoavel aos pacientes (principalmente se comparado aos tumores de algo grau).
Pacientes com tumores de grau Il, por exemplo, tem uma sobrevida média de 5 a 8 anos
(em comparagao com 12 a 14 meses de sobrevida para pacientes com glioma de grau
IV). Os sintomas apresentados pelos pacientes variam, dependendo do local e da
velocidade de desenvolvimento do tumor. Porém, comumente, pacientes apresentam
crises convulsivas como primeiros sintomas, seguido de outros disturbios psico-motores
incluindo dores de cabega, nauseas, vOmitos e confusdo mental. Tais sintomas
secundarios ao desenvolvimento tumoral s&o tratados farmacologicamente. A terapia
primaria contra o tumor se baseia em ressecc¢do cirdrgica seguida de radio e/ou
quimioterapia, de acordo com cada caso e tipo tumoral. Raramente gliomas de baixo grau
se desenvolvem encapsulados, de modo que a ressecgao cirlrgica completa é dificultada.
Além disso, dependendo da regido onde o tumor se desenvolve torna-se inviavel a
abordagem cirurgica. Nestes casos, quimioterapia e/ou radioterapia sao utilizadas como

terapia primaria.

IIl.  Gliomas de alto grau de malignidade (graus lll e IV — OMS):

Classificados em graus Ill e IV, correspondem a 80% dos gliomas. Sdo tumores
tipicamente nao diferenciados ou anaplasticos, de alta proliferagao, resistentes a terapia e
com prognostico desfavoravel aos pacientes. Os dois subtipos mais comuns e agressivos
sdo o astrocitoma anaplastico (grau Ill — OMS) e o glioblastoma multiforme (grau IV —
OMS).

Il.i — Astrocitoma Anaplastico: tumores de grau Ill (OMS), sdo difusamente
infiltrativos com anaplasia focal ou dispersa. Apresentam alto indice
proliferativo e histologicamente sido definidos pela atipia nuclear e atividade

mitética pronunciada. Pacientes apresentam sobrevida média de 3 anos.
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ILii — Glioblastoma Multiforme (GBMs): tipo de astrocitoma que representa
mais de 70% dos gliomas de alto grau diagnosticados. E ainda o tipo mais
agressivo de tumor primario cerebral (grau IV — OMS). As principais
caracteristicas dos GBM, tipo tumoral explorado no presente trabalho,
serdo descritas com detalhes posteriormente, na secdo 1.1.4

(Caracteristicas dos GBMs).

c. Classificagdo com Base na Localizacdo Tumoral

Clinicamente, os gliomas recebem ainda uma terceira classificagao referente ao
local onde se desenvolvem baseado em uma estrutura membranosa que separa o
cérebro do cerebelo, o tentorium cerebelar (ou “teto” cerebelar). Assim, os gliomas podem
ser definidos como supratentoriais, que se desenvolvem acima do tentorium (no cérebro,
portanto) e correspondem a 70% dos gliomas em pacientes adultos, e infratentoriais, que
se desenvolvem abaixo do tentorium (no cerebelo) e correspondem a 70% dos gliomas

em pacientes pediatricos.

1.1.2 - A Etiologia dos GBMs

Um aspecto que vem sendo cada vez mais investigado e considerado para o
desenvolvimento de terapias antitumorais, ndo apenas contra gliomas mas, também, para
outros tipos tumorais de alta agressividade, diz respeito as células que dao origem aos
tumores. Isto porque o desenvolvimento de terapias dirigidas as células tumorigénicas
parece ser um aspecto fundamental para o sucesso da terapia e a diminuigdo da chance
de recorréncia tumoral. Nesse sentido, ha duas teorias principais quanto as células que

originam os gliomas.

A primeira e mais antiga sugere que os gliomas sao originados a partir de células
gliais maduras — astrécitos ou oligodendrocitos — que sofrem mutagdes em oncogenes e
genes supressores tumorais, levando a desdiferenciagdo celular e desenvolvimento do
tumor. A segunda teoria e mais aceita atualmente sugere que tais tumores se originam a

partir de células progenitoras que sofrem eventos de transformagdo durante o
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desenvolvimento. Tais células, apods a transformagao oncogénica, passam a ser células

iniciadoras de tumor [5].

1.1.3 — Epidemiologia dos Gliomas® — énfase em GBMs

Tumores primarios cerebrais correspondem a 1,4% de todos os canceres e séo
responsaveis por 2,4% das mortes por cancer nos Estados Unidos. Anualmente, surgem
aproximadamente 20 mil novos casos de gliomas (7,4 casos a cada 100 mil habitantes),
dos quais mais de 15 mil sdo malignos, com uma taxa de mortalidade anual
anormalmente elevada de 12.500 casos. Entre os gliomas astrociticos de alto grau, o tipo
mais comum e de maior agressividade é o GBM. Os GBMs correspondem a mais de 50%
de todos os gliomas e aproximadamente 80% dos gliomas malignos, acometendo mais de
12.000 pessoas por ano nos Estados Unidos (aproximadamente 6,0 casos por 100 mil
habitantes; dados epidemiolégicos da Suiga indicam uma incidéncia local de 6,2 casos a
cada 100 mil habitantes). Ha dois picos de incidéncia de GBM: criangas de 3 a 12 anos de
idade e adultos de 40 a 70 anos [6], sendo mais predominante em homens do que em
mulheres (6,76/100 mil habitantes em homens versus 5,27/100 mil habitantes em
mulheres) (www.cbtrus.org). Etnicamente, GBM s&o mais comuns em adultos
caucasoides do que em negros (2:1), dado valido também para GBM pediatricos [7]. Além
disso, em funcdo da complexidade do cérebro e do papel central do mesmo na
manuteng¢ao da homeostase do organismo, os sintomas secundarios aos gliomas - tanto
neurolégicos quanto ndo neurolégicos — acometem os pacientes ao longo do curso da
patologia, tais como epilepsia, confusdo mental e alteragdes de personalidade, problemas
de visdo, audigao, locomotores, problemas cardiorrespiratérios entre outros. Com maior
severidade, pode ocorrer embolia pulmonar e trombose, levando o paciente ao 6bito [8].
Por outro lado, ao contrario de outros tipos tumorais, gliomas raramente apresentam

metastase [9].

No Brasil, os dados mais recentes referentes a incidéncia de gliomas datam de

1998. O numero de casos é crescente, passando de 2,24/100 mil habitantes em 1970

! Os Estados Unidos possuem um banco de dados on line disponivel sobre a epidemiologia de tumores
cerebrais, a Central de Registro de Tumores Cerebrais dos Estados Unidos — CBTRUS (www.cbtrus.org). O
banco de dados é atualizado anualmente e suas estatisticas sdo utilizadas pela OMS e outros 6rgdos de
estatistica em cancer mundiais.
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para 3,35/100.000 habitantes em 1998. Outro dado importante se refere a participacao
das mortes por glioma dentre as mortes por cancer em geral no Brasil: o ébito por cancer

de cérebro corresponde a 4,4% do total de mortes anuais por cancer no Brasil [10].

O numero de casos de gliomas diagnosticados anualmente, assim como para
outros varios tipos tumorais, tem aumentado nos ultimos anos (de 5,85 casos, em 1975,
para 7,4 casos, em 2009, a cada 100 mil habitantes nos Estados Unidos). Alguns autores
defendem a hipétese de este aumento ser um viés relacionado a melhora das técnicas de
diagndstico (como ressonancia magnética e tomografia computadorizada), a um maior
acesso da populagédo a exames de diagnéstico e/ou a mudanga da expectativa de vida e o
‘envelhecimento’ da populagéo [9]. Por outro lado, assim como para outros tipos tumorais,
tem se mostrado que a exposi¢cado a fatores ambientais crescentemente presentes na
rotina humana sao fatores de risco para o desenvolvimento de tumores cerebrais [11].
Tais fatores incluem a exposicdo ocupacional a derivados do petréleo, a produgao de
borracha e exposi¢ao a produtos agroquimicos [12-13]. Outros fatores de risco para o
desenvolvimento destes tumores incluem eventos de traumatismo craniano, viroses e
outras infecgdes, o padrao de dieta, exposicado domiciliar a pesticidas e exposi¢cao a

radiacao eletromagnética (ionizante e nao ionizante) [14].

Outro aspecto importante diz respeito aos gastos anuais com pacientes com
GBM. Em 2001, ultimo ano de levantamento dos dados relacionados a este aspecto nos
Estados Unidos, o gasto anual havia sido de 104 bilhées de ddlares. Atualmente, mesmo
sem um dado estatistico concreto, estima-se que este gasto seja ainda maior em fungao
do maior numero de casos e de nao ter havido nenhum avanco terapéutico significativo
[15].

1.1.4 — Caracteristicas Histol6gicas e Tumorais dos GBMs

GBMs sao tumores extremamente agressivos e resistentes a terapias
convencionalmente utilizadas contra outros tipos tumorais [16]. Entre as principais
caracteristicas celulares/histolégicas que explicam a elevada malignidade tumoral estao:
hipercelularidade e pleomorfismo celular, atipia nuclear, grande numero de figuras
mitéticas, presenca de angiogénese. Os GBMs séo tumores de rapida proliferagéo e

apresentam um padréo de crescimento multifocal (ndo forma-se uma massa sdlida Unica
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— ao invés disso, formam-se varios tumores espalhados pelo tecido sadio), gerando
diversos sintomas de maneira abrupta nos pacientes. Além disso, as células dos GBMs
apresentam resisténcia intrinseca a apoptose e radiagdo, de modo que terapias
proapoptoticas antitumorais normalmente falham em induzir a regressao tumoral [6, 9].
Por outro lado, estas células tem se mostrado mais sensiveis a terapias indutoras de
outros mecanismos de morte celular tais como morte autofagica, senescéncia e catastrofe

mitética [9].

Outro aspecto importante e cada vez mais discutido diz respeito as células-tronco
tumorais (CSCs) em GBM. A presenca de células-tronco ja foi descrita em tumores
sélidos como gliomas, melanomas, entre outros, bem como em leucemias [17]. Como
toda célula-tronco, as CSCs possuem alta capacidade proliferativa e carater néao
diferenciado, caracteristicas potencialmente oncogénicas. Ainda neste sentido, as
caracteristicas de alta resisténcia e recorréncia de alguns tipos tumorais tém sido
atribuidas a elevada resisténcia de CSCs a quimioterapicos [18-19]. Porém, os dados
neste sentido sdo ainda bastante controversos, incluindo GBM tratados com TMZ, nos
quais ha casos descritos em que CSCs parecem ser mais resistentes a TMZ do que
células tumorais nao-tronco [20], enquanto em outros casos € descrito que TMZ exerce

seu efeito citotdxico primariamente nas CSCs [21].

1.1.5 - Progndstico e Terapia dos GBMs

O progndstico e a abordagem terapéutica dos gliomas dependem do tipo de
tumor em questdo. Desde meados da década de 80 vem sendo estudados compostos
para o tratamento de gliomas. Entre estes compostos estao quimioterapicos eficientes em
outros tipos de tumores sodlidos, como a cisplatina, a carmustina e a lomustina, bem como
moduladores do sistema imune e do metabolismo celular, como o interferon e a
dexametasona [22-24]. Porém, nenhum destes compostos se mostrou eficiente em
aumentar a sobrevida e melhorar o prognostico dos pacientes e, atualmente, nenhum
deles é utilizado como terapia primaria em GBMs. Além disso, diferentemente de outros
tipos tumorais, o prognostico de pacientes com GBM pouco se alterou nos ultimos anos.
O maior avanco se deu quando da aprovagao do quimioterapico Temozolomida, a qual

aumenta a sobrevida dos pacientes em 2,4 meses [25].
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A terapia primaria de GBM recém diagnosticado consiste, portanto, em ressecgao
cirdrgica, seguida de radioterapia e quimioterapia com TMZ. O progndstico de pacientes
com GBM ¢ bastante desfavoravel, permanecendo de 12 a 14 meses apos o diagndstico
[25]. Para casos de recorréncia, a terapia consiste em resseccao cirurgica seguida de
quimioterapia com carmustina ou outro quimioterapico convencional (tais como
etoposideo, iomustina, carboplatina e irinotecan). A sobrevida livre de doenga apés 5
anos € de apenas 8% dos casos, sendo que mais de 70% dos pacientes sucumbem a
doenga 2 anos apos o diagnéstico [26-27]. O quimioterapico de escolha para o tratamento
dos GBMs, a TMZ (secéo 1.1.4.2), aprovado desde 2003, aumenta a sobrevida média em
apenas 2,4 meses, assim como outro quimioterapico clinicamente aprovado, a
Carmustina (ou BCNU) [28]. Assim, os GBMs sdao comumente incluidos por oncologistas
entre os tipos tumorais de mais dificil tratamento, permanecendo um desafio para a

oncoterapia [29].

Alguns aspectos dificultam e/ou reduzem a eficiéncia de terapias antitumorais em
gliomas em geral, especialmente os de alto grau. Estes aspectos podem ser divididos em
aspectos tumorais intrinsecos e aspectos relacionados as caracteristicas peculiares do
cérebro (estes ultimos também comprometendo a terapia de gliomas de baixo grau). O
cérebro € um tecido altamente complexo e sensivel, impossibilitando abordagens
cirurgicas dependendo do local de desenvolvimento do tumor e inviabilizando algumas
alternativas quimioterapicas em fungao da toxicidade ao tecido neural sadio. Além disso,
um ponto importante é a presencga da barreira hematoencefalica, que dificulta o acesso de
farmacos ao tecido tumoral, fazendo com que apenas drogas parcialmente lipofilicas e
pequenas alcancem as células dos gliomas, ainda que em doses muito menores do que
em outros tecidos [30-32]. Como alternativa terapéutica para superar esse aspecto, desde
2003 o FDA (Instituto de Administracdo de Drogas e Alimentos dos Estados Unidos)
aprovou o uso da terapia tépica com pastilhas de Carmustina (Gliadel®) apds a resseccéo
cirurgica, a fim de aumentar a concentragdo de farmaco que atinge as células tumorais:
as pastilhas séo aplicadas topicamente na cavidade gerada pela ressecgéao cirurgica e se
dissolvem paulatinamente, liberando o farmaco citotéxico. Porém, assim como a TMZ, a
abordagem utilizando o Gliadel® também aumenta a sobrevida dos pacientes em apenas

2 meses, além de gerar mais efeitos adveros do que a TMZ [33-34].

Com relagdo aos aspectos relacionados ao tumor, as caracteristicas descritas
para os GBMs (padrao multifocal de crescimento, resisténcia intrinseca a apoptose e alta
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proliferagdo - secdo 1.1.4) ilustram a alta malignidade e resisténcia as terapias dos
mesmos. Porém, o crescente conhecimento acerca de mecanismos de morte e
proliferagdo celular envolvidos na biologia tumoral - ndo apenas dos GBMs mas também
de outros tipos tumorais -, bem como o desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas incluindo novos farmacos, anticorpos monoclonais e terapia génica, tem
gerado uma expectativa de melhora no prognéstico dos pacientes com GBMs. Nesse
sentido, a utilizagdo de anticorpos monoclonais anti-receptor de fator de crescimento
vascular (anti-VEGF — comercialmente chamado de Bevacizumab®) tem demonstrado
resultados promissores. Da mesma maneira, alternativas terapéuticas vém sendo
desenvolvidas e testadas, tais como a utilizagdo de RNA de interferéncia (iRNA) e terapia
génica no sentido de sensibilizar as células tumorais a morte, bem como pequenas
moléculas racionalmente desenvolvidas, como inibidores de proteinas cinase. Porém, os
avancgos ainda sao lentos e o sucesso das terapias apenas parcial, de modo que a TMZ
continua sendo o farmaco de escolha para tratamento dos pacientes com GBM [9, 35].

1.1.5.1 — Temozolomida (TMZ) como quimioterapia primaria contra
GBMs

- O desenvolvimento da TMZ:

A TMZ foi desenvolvida no final dos anos 1980 pelo Centro de Pesquisas em
Cancer do Reino Unido (UK Cancer Research), como parte de um programa de
desenvolvimento racional de medicamentos [36]. Em 1999, a TMZ foi aprovada pelo FDA
como terapia contra astrocitoma infiltrativo [37] e, em 2005, contra GBM, por aumentar,
além da sobrevida, a taxa de sobrevida livre de doenca, e melhorar paradmetros
relacionados a qualidade de vida dos pacientes [25, 38].

Os primeiros estudos sobre o mecanismo de agao da TMZ foram realizados por
Tisdale e col, em 1985, em um trabalho de triagem de imidazotetrazinas potencialmente
antitumorais [39-40]. No inicio da década de 1990 foram realizados os primeiros ensaios
in vivo e de fase |. Tais estudos confirmaram nos pacientes o efeito antitumoral da TMZ
observado in vitro, com a vantagem de ser eficiente através da via oral e causar efeitos

adversos menos proeminentes do que quimioterapicos classicos [36, 38, 41], culminando
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na aprovacgao da TMZ como terapia contra gliomas. Atualmente, a TMZ é utilizada contra
outros tipos de tumores solidos, incluindo melanomas e outros resistentes a terapias

proapoptoticas classicas [42].

- Mecanismo de acdo da TMZ:

A TMZ é um agente alquilante de DNA administrado via oral. Apds a
administracdo, a TMZ é completamente absorvida e transformada, quando no pH
fisiologico da circulagdo sanguinea, no metabdlito ativo 5-(3-metiltriazeno)-imidazol-4-
carboxamida (MTIC). E importante ressaltar que a caracteristica da TMZ de ser convertida
no metabdlito ativo em fungdo do pH, e ndo por via hepatica, reduz a hepatotoxicidade
usualmente ocorrida em pacientes expostos a quimioterapicos. Ainda, tanto o MTIC
quanto a TMZ séo capazes de atravessar a barreira hematoencefalica e atingir o tecido
neural. Ostermann e col demonstraram que a relacdo de areas sobre a curva de
concentragdo em fungao do tempo para o plasma e o fluido cerebroespinal (CSF) é de
20% em humanos. Ainda, a concentragdo no plasma e CSF é bastante variada,
dependendo do estado da barreira hematoencefalica e do metabolismo do paciente,
variando de 0,10 a 14 pug/mL no plasma e 0,16 a 1,93 pg/mL no CSF [43].
Posteriormente, Zhou e col avaliaram a concentragdo de TMZ no plasma, cérebro e tecido
tumoral apds injegcdo intravenosa de 20 mg/Kg de TMZ em ratos, observando
concentragdo maxima de 22, 2,7 e 4 ug/mL (aproximadamente 10, 1,4 e 2 uM),
respectivamente [44].

O MTIC atua causando dano ao DNA por metilacdo da posicdo O° da guanina,
gerando a O6-metilguanina (O°MeG), a qual pareia incorretamente com timina e induz
dano ao DNA, seguido de parada no ciclo e morte celular [41]. Como outros indutores de
dano ao DNA, inicialmente acreditava-se que a TMZ atuaria primariamente através da
indugdo de apoptose. De fato, alguns trabalhos demonstraram que TMZ induz,
tardiamente, apoptose em alguns tipos tumorais, incluindo gliomas [45]. Porém, estudos in
vitro e in vivo demonstraram que, além de apoptose, a TMZ induz outros 3 mecanismos
de inibigao de proliferagdo ou morte celular, autofagia (e morte autofagica), senescéncia e
catastrofe mitotica [46-48]. Assim, a TMZ parece atuar através da indugdo de mais de um
mecanismo de toxicidade, uma vez que inibidores de autofagia e apoptose reduzem a

toxicidade desse composto antitumoral [45, 48].
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Casos de resisténcia a TMZ tém sido bastante descritos, principalmente devido a
superexpressdo de uma enzima removedora dos grupamentos metila adicionados pela
TMZ as bases do DNA, chamada O(6)-metilguanina-DNA metiltransferase (MGMT) [49]. A
relagdo inversa dos niveis dessa enzima com a eficacia terapéutica do quimioterapico (a
época ainda em fase teste) foi descrita primeiramente em 1987 por Tisdale e col [76].
Atualmente, MGMT ¢é utilizada como marcador do prognostico de GBMs: pacientes com
tumores que apresentam alta expressdo da enzima apresentam resisténcia a TMZ e,
consequentemente, pior prognostico. Por outro lado, a inibigdo dessa enzima, através de
moléculas como a O°-benzilguanina ou epigeneticamente (pela metilagdo do promotor do
gene na enzima), sensibiliza células de GBMs resistentes a TMZ, podendo
potencialmente ser usado em adjuvancia ao agente alquilante [50-51]. Indiretamente, o
aumento de p53 também poderia ser utilizado em adjuvancia a agentes alquilantes, uma
vez que o aumento dos niveis de p53 em diversas linhagens de GBM, tais como GBM
47.23, induz diminuicdo do mRNA, da concentragao e da atividade de MGMT [52].

Assim, em funcao dos casos de resisténcia tumoral e pela eficiéncia da TMZ em
tratar GBM ser apenas razoavel, o aumento da compreensdo da biologia celular e
molecular dos GBMs é fundamental para o desenvolvimento de alternativas terapéuticas
racionais eficientes que aumentem a sobrevida dos pacientes e, até mesmo, estabeleca

um protocolo de cura.

1.1.6 — Alteracdes Genéticas em Glioblastomas Multiforme

As principais alteragbes genéticas que explicam a patogénese e a agressividade
dos principais tipos tumorais vém sendo descritas ha décadas, e tém colaborado para o
entendimento da biologia tumoral e o desenvolvimento e aplicagdo de terapias mais
eficientes. Em GBMs, a amplificacdo do receptor do fator de crescimento epidermal
(EGFR) foi a primeira alteracdo génica descrita em grande parte dos tumores, em 1984
[53]. Em 1989, estudos de caridtipos e perda de heterozigosidade definiram loci
supressores tumorais nos cromossomos 9, 10 e 17 [54]. Posteriormente, caracterizou-se
como o principal alvo de alteragdes no cromossomo 17 o gene supressor tumoral TP53, o
qual monitora danos ao DNA, modula apoptose, controla a dindmica do ciclo celular e
permite as células repararem tal dano ou disparar mecanismos de morte celular [55].

Outros dois alvos alterados em GBMs e de alta relevancia foram descritos em 1993 e
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1997, quando o inibidor de progressao no ciclo celular p16 e o supressor tumoral PTEN
(proteina homologa a fosfatase e tensina) foram identificados como os genes supressores
tumorais perdidos nos cromossomos 19 e 10, respectivamente [9]. A Ultima alteragao
genética tipica de GBM descrita aconteceu em 2008, quando foi mostrado que os genes
codificadores da isocitrato desidrogenase 1 (IDH1) apresentam-se mutados em gliomas
de baixo grau e um grupo de GBMs [56]. A mutagdo no gene da IDH1 produz um efeito
oncogénico indireto, através da ativagcdo da via do fator de transcricdo induzido por
hipoxia (HIF-1), permitindo a adaptagao metabdlica das células tumorais a ambientes de

hipdxia e privagao de nutrientes [57].

Os GBMs podem ser classificados em primarios (originados de células
astrociticas ou progenitoras) ou secundarios (originados a partir de tumores de
astrocitomas de grau Il e lll), estes ultimos menos comuns. Tal classificagdo dependem
do processo gliomagénico e das vias que se encontram alteradas nas células tumorais
[58]. Até 2007, os GBM eram separados nestes dois grupos — primarios e secundarios -,

de acordo com as caracteristicas moleculares que apresentavam (Figura 1).

% i,

%;. b}zc Astrocytes or precursor stem cells
A
{

p 17 4

7\:}}, Mz Low-grade astrocytoma
i & A% TP53 mutation (59%)
"t

WHO grade Il

TP53 mutation (53%)
WHO grade Il

Primary glioblastoma

i~
A" | OH 10q (70%)

p16INK4a Deletion (31%)
TP53 Mutation (28%)
PTEN Mutation (25%)*
WHO grade IV

EGER Amplification (36%)*

_LOH 10q (63%)

Secondary glioblastoma

EGFR Amplification (8%)
p16INK4a Deletion (19%)
TP53 Mutation (65%)*
PTEN Mutation (4%)
WHO grade IV

Figura 1 — Classificagdo dos GBMs em primarios e secundarios. Os GBM
podem ser classificados em primério - originado a partir de uma célula
precursora nao-tumoral, seja ela diferenciada (astrécitos) ou indiferenciada

(célula-tronco ou precursora) —

ou secundario — originado a partir de tumores

de menor grau que sofrem mutagdes ao longo do tempo. Obtido de: Genetic
Pathways to Primary and Secondary Glioblastoma [59].
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Estes haviam sido os principais genes mutados descritos em GBM até 2008. A
partir de 2005 iniciou-se o projeto piloto Atlas do Genoma de Céanceres (The Cancer
Genome Atlas - TCGA), o maior projeto de descricao de mutagdes em amplo espectro
desenvolvido: é descrito, pelo Instituto Nacional do Céncer dos Estados Unidos (NIH)
como “um esforgo coordenado e abrangente para acelerar o entendimento da genética do
cancer utilizando tecnologias inovadoras na analise de genomas, visando melhorar o

diagnéstico, tratamento e prevengdo do cancer” (http://tcga.cancer.gov/). E, devido a

elevada malignidade e baixa eficiéncia das terapias atuais, os GBMs foram os primeiros
tumores incluidos nas analises iniciais do TCGA. Atualmente, sdo mais de 30 tipos
tumorais analisados em laboratérios espalhados pelos cinco continentes, utilizando-se de
sequenciadores de DNA , além de analises de expresséo protéica e outros marcadores
moleculares. Os dados obtidos pelo TCGA sdo constantemente atualizados na pagina
virtual do projeto, e em 2008, foi publicado o primeiro conjunto de dados obtido pelo
TCGA em GBMs [60].

A partir destes dados, trés vias de controle de proliferacdo e morte celular se
mostraram majoritariamente alteradas nos GBM, explicando mais de 90% da origem
destes tumores (Figura 2): (a) Via dos Receptores Tirosina Cinase/RAS/PI3k - alterada
em 88% dos GBMs; (b) Via da proteina p53 - alterada em 87% dos GBMs; (c) Via da
proteina do Retinoblastoma (ou Rb) — alterada em 77% dos GBMs. Tais vias serao

discutidas com detalhes nas se¢fes 1.1.6.1-3.
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Figura 2 — Principais vias de sinalizagdo alteradas em GBMs. Os principais
componentes das vias RTK/RAS/PI3k, pRb e p53 que estdo alterados em GBM séao
mostrados, com as respectivas porcentagens de tumores nos quais se mostraram
alterados. Obtido de: Comprehensive genomic characterization defines human

glioblastoma genes and core pathways [60].

Assim, em 2010, com o avango da caracterizagdo molecular dos GBM e da
obtengao dos primeiros dados do TCGA, foi possivel tracar quatro perfis tumorais dentre

os gliomas primarios. A Figura 3, abaixo, demonstra essa classificagdo, bem como as

possiveis etiologias dos GBMs, discutida na se¢do 1.1.2.
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Figura 3 — Classificagcdo molecular dos tipos primarios e potenciais etiologias
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possivel agrupa-los em 4 categorias - classico, neural, mesenquimal e proneural - de
acordo com as alteragdes genéticas que carregam. A origem destes tumores ainda é
incerta e os potenciais tipos celulares sugeridos como iniciadores dos GBMs sao
mostrados (esquerda). Obtido de: Exciting New Advances in Neuro-Oncology: The
Avenue to a Cure for Malignant Glioma [9].
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Nesse sentido, gliomas primarios e secundarios compartiham alteragdes
genéticas oncogénicas, mas com algumas diferengas na frequiéncia com que ocorrem.
Glioblastomas primarios apresentam amplificacdo do Receptor do Fator de Crescimento
Epidermal (EGFR) em 36% e muta¢cdes no gene supressor tumoral PTEN em 25% dos
casos, enquanto apenas 25% dos tumores primarios apresentam mutagcdées no gene da
proteina supressora tumoral p53. Essa tendéncia se altera em GBMs secundarios:
apenas 8% apresentam amplificagao de EGFR, 4% apresentam muta¢cdes no gene PTEN

mas, por outro lado, 65% apresentam alteracbes em p53 (Figura 1) .

1.1.6.1 — Via dos Receptores Tirosina Cinase/RAS/PI3k

As principais vias de controle da proliferacao celular sdo controladas por sinais
extracelulares que tem como alvo receptores do tipo tirosina cinase (RTK), entre os quais

se destacam os receptores de fatores de crescimento como o EGFR. A superativagao
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e/ou superexpressao de EGFR esta entre as mutagdes mais freqiientes em todos os tipos
tumorais e representa um marcador de alta agressividade tumoral, presente em canceres
descritos entre os de maior malignidade, como cancer de pancreas e de pulmao, e sendo
utilizada como marcador de progndstico tumoral [61]. Em GBMs, 36% dos tumores
primarios e 8% dos tumores secundarios apresentam amplificacdo de EGFR (Fig. 1). Os
dados mais recentes do TCGA, agrupando todas as alteragbes de EGFR em GBMs
primarios e secundarios, mostram que 45% apresentam alteracdes neste receptor, seja
amplificagdo ou mutagado (Fig. 2), demonstrando a importancia do mesmo no papel da
gliomagénese e a potencial aplicabilidade de antagonistas de EGFR como drogas

antitumorais [62].

A partir de um sinal ativador de RTKs, ocorre a dimerizagdo dos mesmos na
membrana celular e ativagdo. Apds tal ativagdo, diversas vias de sinalizagdo de
proliferagdo celular se tornam ativadas através da sinalizagao dirigida pela proteina Ras,
membro da familia das Proteinas Cinases Ativadas por Mitdgenos (MAPK). Entre as vias
ativadas por RTK/Ras esta a via das MAPKs - Raf/Mek/Erk - controladora de mecanismos
de proliferagdo, diferenciagcdo e adesdo celular, entre outros mecanismos (Figura
Suplementar 1). Além de RTKSs, a sinalizagédo disparada por integrinas e canais ibnicos
também pode levar a ativacdo da via Raf/Mek/Erk [63]. Em func&o do papel desta via no
controle de mecanismos de controle da proliferagao celular, mutagées em membros da via
RTK/Ras/Raf/Mek/Erk possuem potencial carcinogénico bastante elevado. E, de fato, esta
via se apresenta alterada em inumeros tipos tumorais, principalmente a proteina proto-
oncogénica Ras, alterada em mais de 45% de todos os tumores humanos [63-64]. A via
Raf/Mek/Erk participa diretamente das trés etapas da carcinogénese (iniciagdo, promogao
e progressdo) e, nesse sentido, apresenta-se como um alvo promissor para o

desenvolvimento de terapias antitumorais alvo-dirigidas [65].

Outra via de sinalizacdo ativada por RTK/Ras e de maior importancia para o
presente trabalho é a via da fosfatidilinositol-3 cinase/Akt (PI3k/Akt). A via de sinalizagao

da Akt (Figura Suplementar 2) sera descrita na se¢éo 1.3.2.2.
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1.1.6.2 - Via da proteina p53

P53 é um fator de transcricdo tetramérico que controla a transcrigao de inimeros
genes envolvidos em proliferagdo e morte celular. Funcionalmente, a transcricao
controlada por p53 atua sempre no sentido de suprimir o surgimento (atuando, portanto,

como um efetor antitumoral endégeno importante) e a progressao tumoral [66-68].

A proteina supressora tumoral p53 €, provavelmente, a proteina mais estudada
em cancer, por participar diretamente das trés etapas da carcinogénese e se apresentar
mutada em mais de 50% de todos os canceres humanos [69]. Fisiologicamente, tem um
papel importante em mecanismos de desenvolvimento embrionario, formagao de tecidos e
manutengdo da homeostase celular nos organismos adultos. Neste aspecto, p53 atua
como um dos principais, se ndo o principal, mecanismo supressor tumoral, induzindo a
parada na proliferacdo e/ou morte celular apés uma injuria celular como dano ao DNA
[69]. Através deste mecanismo, sdo eliminadas diariamente milhares de células do
organismo, impedindo o desenvolvimento tumoral, de modo que animais com perda de
p53 apresentam o desenvolvimento espontaneo de tumores em diversos tecidos ao longo
da vida, demonstrando a importancia de p53 como mecanismo supressor tumoral in vivo
[70].

Entre os mecanismos que p53 modula estdo os principais mecanismos de
bloqueio da proliferagdo e morte celular, como apoptose, autofagia, ciclo celular e reparo
de DNA, senescéncia e diferenciagao celular [66-68]. P53 se mantém em niveis basais
baixos nas células e, em resposta a injuria celular, os mecanismos de ubiquitinagdo e
degradacao de p53, dirigidos pelo repressor Mdm-2, sdo suprimidos, os niveis de p53
aumentam e a proteina migra para o nucleo, onde forma os tetrameros para transcricao
dos genes-alvo [71-72]. Na reparagao de DNA, p53 parece estar envolvida em diferentes
mecanismos de reparo, tais como Reparo por Excisdo de Nucleotideos (NER), Reparo
por Excisdo de Base (BER), Ligacdo de Terminagbes Nao-Homodlogas (NHEJ) e
Recombinagdo Homoéloga, através da regulagéo transcricional ou da modulagdo de
proteinas-chave para estes processos [73-75]. A inducado de parada no ciclo celular por
p53 ocorre apods alguma injuria celular, principalmente dano ao DNA, causado por
estimulos de diferentes naturezas, tais como radiagao ionizante, quimioterapicos, estresse
oxidativo, entre outros. No controle do ciclo celular e reparo de DNA, apés o dano sofrido

pela célula, cinases de reconhecimento do dano, principalmente as proteinas ATM/ATR,
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sdo ativadas e desencadeiam uma resposta a injuria, ativando a via ATM-ATR-Chk1/2-
p53, a qual leva a parada do ciclo celular por meio da ativagao de p21, inibidor de cinases
dependentes de ciclinas (CDKs) [76-77] (Figura Suplementar 3). Esta parada no ciclo
celular € um mecanismo de protecao celular, permitindo que a célula repare o dano no
material genético e n&o acumule alteragbes genbmicas progressivamente, o que
potencialmente levaria a um processo oncogénico. O ciclo celular como mecanismo e as

proteinas envolvidas no controle do ciclo celular serdo descritas na se¢éo 1.3.3.

Porém, quando o reparo das lesbes no DNA celular € inviavel, a sinalizagao de
p53 é desviada para ativar o processo de morte apoptético irreversivel, levando assim a
eliminacdo da célula injuriada. A indugdo da apoptose por p53 se da por meio da
transcricao de inumero genes, tais como membros pré-apoptoéticos da familia Bcl-2 (Bax,
PUMA, NOXA e Bid), Apaf-1, GADDA45, receptores de morte celular Faz/CD95, DR4 e
DR5, e também pela repressdo de genes antiapoptéticos especificos - survivina, Bcl-2 e
Bcl-x_ [78]. Neste ultimo caso, mecanismos independentes da transcricdo, mas sim da
regulacao direta de p53, parecem ser importantes. Além disso, cada vez mais tem sido
mostrado que p53 exerce fungdes que nao a de fator de transcricdo, como o controle da

autofagia por p53 citoplasmatica [79].

Em GBM, p53 se mostra deletada em homozigose em 35% dos tumores
primarios pela perda do brago curto do cromossomo 17, onde o gene esta localizado. Nos
casos de mutagdes que levam a nao funcionalidade de p53, 90% ocorrem no sitio de
ligagdo ao DNA. Entretanto, aproximadamente 70% dos GBM expressam p53 na sua
forma selvagem. Nesses casos, a perda de funcionalidade ocorre em fungdo de
alteragbes nos moduladores da atividade de p53, principalmente Mdm-2 (o qual induz

ubiquitinacdo e degradacao de p53) e p14*%F(p19 em camundongos)/p16™<*2F[9].

O locus INK4a-ARF-INK4b (CDKN2A em humanos) merece uma atengao
especial pelo fato de estar deletado em homozigose em 49% dos GBMs. Este lécus é
transcrito em um mRNA que sofre processamento alternativo, gerando duas diferentes
proteinas, p15™<* e p16™*2 além da proteina p14*%F (p19*°%F em camundongos), gerada
a partir de uma fase alternativa de leitura do mesmo mRNA [80]. A proteina p16 atua
inibindo diretamente a atividade de CDK4 e CDK®6, enquanto p14 é um regulador de ciclo
celular pré-apoptético cujo aumento facilita a degradagcdo de Mdm-2 levando,

consequentemente, ao aumento de p53 e a parada no ciclo celular ou apoptose [81].
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Além disso, posteriormente a inducdo de apoptose induzida por p14°~F

independente de
p53 foi mostrada, aumentando a importancia deste regulador da via de p53 em céancer

[82].

1.1.6.3 - Via da proteina do Retinoblastoma (pRb)

O controle do ciclo celular € um dos mecanismos celulares mais complexos e que
envolve o controle de expressao e ativagcao de proteinas que podem ser divididas em 3
grupos principais: (a) proteinas ciclinas; (b) proteinas cinases dependentes de ciclinas (ou
CDKs); (c) e os inibidores de CDKs. Aqui, sera descrito o papel da proteina Rb no
controle do ciclo celular. Em funcdo da importancia do controle do ciclo celular no
presente trabalho, uma descrigdo pormenorizada dos outros mecanismos principais de

controle do ciclo celular sera feita na secéo 1.3.3.

A proteina Rb é uma fosfoproteina que regula o crescimento celular na fase G1
do ciclo celular e passa por estados de fosforilagao e defosforilagdo variados ao longo do
ciclo celular. A proteina Rb se liga a diversas outras proteinas celulares, dependendo do
seu status de fosforilagdo. Entre os alvos importantes e mais bem descritos nos quais pRb
se liga estdo os membros da familia E2F de fatores de transcricdo e a proteina tirosina
cinase c-Abl. A ativagao de E2F é fundamental para a progressao no ciclo celular da fase
G1 para entrada na fase S. Neste sentido, E2F se associa seletivamente com a proteina
Rb hipofosforilada, enquanto a fosforilagdo de Rb libera E2F e permite a transcricdo dos

genes necessarios para a passagem para fase S [83].

A proteina Rb possui 16 potenciais sitios de fosforilagdo (residuos de serina e
treonina), dos quais pelo menos 7 tém sido demonstrado fosforilados in vivo. Em células
mitéticas, o complexo ciclina B/Cdc2 é a principal cinase de pRb, enquanto em células em
interfase pRb é fosforilada por outros complexos ciclina/Cdk, incluindo ciclina D/Cdk4 e
ciclina A/Cdk2 [84]. Tais sitios sofrem uma sequéncia temporal de modificagbes ao longo
das etapas do ciclo celular, promovendo alteragées na habilidade de pRb interagir com
seus ligantes. Assim, enquanto pRb fosforilada em S780 perde a capacidade de ligar a
E2F e promove o prosseguimento do ciclo celular, a fosforilagdo de S807 e/ou S811 é
requerida para abolir a ligagao de pRb a c-Abl (proteina tirosina cinase implicada em
regular proliferacdo celular, diferenciacdo, apoptose, adesao celular e resposta a
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estresse) [85-87] , e modificagdes em T821 e/ou T826 é requerida para abolir a ligagao de
pRb a proteinas contendo a sequiéncia consenso LXCXE, como o antigeno T40 de virus
simio [83]. Dessa forma, evolutivamente a proteina pRb passou a modular inumeras
funcbes através de modificacbes poés-traducionais, e se caracteriza como um dos

principais moduladores de proliferagao e inibigao do crescimento celular.
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1.2 - RESVERATROL

O desenvolvimento de novas drogas para aplicagao na clinica oncoldgica € um
processo bastante laborioso que envolve anos de pesquisa e caracterizagdo do composto
potencialmente antitumoral tanto in vitro quanto in vivo, além de despensas financeiras
bastante elevadas. Grande parte dos quimioterapicos de uso clinico tem origem natural e
se distribuem em inimeras espécies de plantas, da mesma maneira que novos potenciais
compostos para quimioterapia. A baixa eficiéncia dos tratamentos primarios em uso, bem
como a alta taxa de resisténcia e recorréncia de diversos tipos de tumores, justifica a
constante busca e desenvolvimento de compostos quimioterapicos alternativos. E um dos
compostos que vem sendo mais estudado neste ponto de vista, nos ultimos anos, € o

polifenol Resveratrol (Rsv).

1.2.1 — Conceito, Historico e caracteristicas

O Resveratrol (3,5,4’-triidroxiestilbeno; Rsv) € uma fitoalexina polifendlica que
ocorre naturalmente em inumeras espécies de plantas. O Rsv € sintetizado pelas plantas
a partir do aminoacido fenilalanina pela enzima triidroxiestilbeno sintase (E.C 2.3.1.95),
em resposta a agressdes ambientais como radiagcdo UV e ataque de fungos, estando
presente em mais de 70 plantas de 32 espécies diferentes, dentre as quais destacam-se
as uvas tintas (principalmente Vitis vinifera), amendoim, mirtilo (blueberry), cebola, maca,
Ginko biloba entre outros [88-89]. A pelicula/casca de uvas tintas contém em torno de 50
a 100 mg de Rsv por grama de peso bruto, enquanto no vinho tinto a concentragao varia
de 2-7 mg/mL ou 8,7-30,7 uM [90] e no suco de uva usualmente € menor [91], em fungao
de o Rsv ser liberado da casca principalmente durante o processo de fermentacéao.
Porém, em sucos preparados a partir de variedades especificas de uvas, Rsv pode estar

em niveis préximos dos encontrados em vinhos [92].

O Rsv foi isolado pela primeira vez em 1940, da raiz de Veratrum grandifolorum
e, em 1963 por Nonomura e col, da raiz da planta oriental Polygonum cuspidatum, uma
planta tipica oriental utilizada para ferimentos, gonorréia e dislipidemia [93]. O Rsv ganhou
maior destaque, porém, a partir do fendbmeno conhecido como “paradoxo francés”:
enquanto na maioria dos paises a alta ingestdo de gorduras saturadas estava

positivamente relacionada a alta mortalidade por doenga cardiaca coronaria (DCC), na
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Franca esta relacdo nao se confirmava. Atribuiu-se, como Unica correlagao significativa, o
alto consumo de vinho tinto (20-30 g por dia) como responsavel por essa situacao
paradoxal. De inicio acreditava-se que o alcool seria o principal fator protetor a DCC por
prevenir aterosclerose. Porém, apesar de trabalhos mostrarem uma associagao inversa
entre o consumo moderado de alcool e o risco de infarto do miocardio [94], demonstrou-
se que vinhos desalcoolizados apresentavam efeito semelhante na diminuigdo da taxa de
DCC em coelhos [95], de modo que as fitoalexinas do vinho — dentre as quais a mais
abundante é o Rsv [96] - passaram a receber maior atengdo. Por outro lado, além do
consumo de vinho, os habitos de vida dos individuos da regido da Franga onde o
paradoxo francés se mostra mais proeminente também explicam esse fendmeno,
especialmente a dieta. Ainda assim, posteriormente descreveu-se o efeito cardioprotetor,
antioxidante e anti-agregacao plaquetaria pelo Rsv, corroborando um potencial papel do
Rsv no paradoxo francés. A partir dai o conhecimento das propriedades e caracteristicas
do Rsv aumentou de forma significativa, e atualmente inumeras propriedades deste
composto estdo descritas, entre as quais destacam-se diabetes, infarto do miocardio,
injuria renal e hepatica, trauma cerebral, entre outras ja em estudos em modelos animais

ou em ensaios clinicos humanos (revisado em [88]).

1.2.2 — Estrutura e Farmacocinética do Rsv

O Rsv apresenta dois anéis fendlicos em sua estrutura unidos por uma ligagao
dupla, podendo assumir as formas cis e trans, sendo esta ultima a mais estavel, mais
biodisponivel em modelos animais e a que exerce fungdes fisiologicas in vivo (Figura 4).
Em fungao desta estrutura dindmica, o Rsv é fotosensivel e assume a forma cis quando
estimulado com radiagdo UV. Quando protegido da luz, porém, o Rsv se mantém estavel

por meses [97-98].

OH
HO O T, O
CH

Figura 4 — Estrutura primario do trans-3,5,4’-triidroxiestilbeno
(trans-resveratrol). Obtido de: Resveratrol: a molecule whose time
has come? And gone? [92].
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Em mamiferos, o Rsv é absorvido apds administragao via oral e se localiza em
diversos tecidos (figado, rim, coragao, entre outros), incluindo o cérebro, demonstrando
que o composto, por ser lipofilico e relativamente pequeno, é capaz de atravessar a
barreira hematoencefalica. Porém, a concentracdo de Rsv no tecido é baixa: em ratos
tratados via oral com 20 mg/kg de Rsv, a concentragdo encontrada no cérebro apos 10
minutos foi de 0.11 nmol/g [99]. Por outro lado, administracdo via intraperitoneal e
intravenosa gera uma concentragdo maior de Rsv tecidual, tendo sido a via utilizada em

diversos modelos animais recentes [100].

A partir da absor¢do, o Rsv € metabolizado (sofrendo principalmente
glicuronidagao e sulfatagdo) e pode interagir com proteinas hepaticas de fase | e Il [100-
101]. Em um trabalho de 2004 acerca da farmacocinética e toxicidade do Rsv, individuos
receberam Rsv marcado com carbono 14 radioativo por via oral (25 mg) ou intravenosa
(0,2 mg). As concentragcbes maximas atingidas no plasma, apdés 1h de administracéo,
foram de 22 nM (com um segundo pico apdés 6h) e 36-45 nM para as vias oral e
intravenosa, respectivamente. Embora a absor¢gdo do Rsv tenha sido consideravelmente
alta (70%), altos niveis de radioatividade foram detectados na urina (53,4 - 84,9 % e 42,3 -
83,2 % apods administracao oral e intravenosa, respectivamente) e nas fezes (0.3 - 38,1 %
e 0,6 - 22,7 apds administragao via oral e intravenosa, respectivamente). Porém, nao foi
feita distincdo de Rsv e seus metabdlitos [102]. Posteriormente, Boocok e col
demonstraram que a administragdo de doses unicas de Rsv em 10 pacientes, gerou um
pico de 539 + 384 ng/mL (2,4 uM) de Rsv no plasma, apds 1,5 h da ingestdo. Assim como
o estudo anterior, aproximadamente 70% do Rsv e seus metabdlitos haviam sido
excretados, mas sem correlagdo direta entre as quantidades de Rsv administrado e
excretado [103]. Finalmente, um estudo de 2009 avaliou estas mesmas variaveis em 10
voluntarios saudaveis que receberam seis doses diarias de Rsv (25, 50, 100 ou 150 mg)
por via oral por 13 dias. Apds 13 dias, a concentragdo maxima obtida (de 0,8 a 1,5 h apos
a administragéo) foi de 63,8 ng/mL, enquanto a absorgao e biodisponibilidade mostraram

variagao circadiana e os pacientes nao apresentaram efeitos adversos severos [104].

Outro aspecto importante da farmacocinética do Rsv é o fato de o composto se

ligar em enzimas do plasma (1:1), como albumina sérica e hemoglobina, mantendo o Rsv
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no organismo por um periodo maior de tempo [105]. A metilagcdo de Rsv colabora em
manter o Rsv por mais tempo em sua forma ativa no sangue, fator que vem sendo
bastante explorado no desenvolvimento de analogos de Rsv (atualmente, mais de 30
[89]), os quais apresentam efeitos semelhantes ou maiores do que aqueles exercidos pelo
Rsv, mas com estabilidade e biodisponibilidade maiores [106]. Além disso, o
desenvolvimento de diferentes veiculos de entrega de drogas em modelos animais
também tem favorecido uma maior concentragdo dos compostos no organismo e um
maior efeito terapéutico potencial, como demonstrado em um modelo de glioma tratado
com o anti-inflamatério indometacina encapsulado em nanocapsulas, em comparagao ao

farmaco livre [107].

Estudos de toxicidade do Rsv em humanos sdo escassos. Boocock e col nao
observaram nenhum efeito adverso em humanos apds o consumo de uma dose Unica de
59/70 kg em 104 pacientes [103]. Recentemente, Patel e col realizaram um estudo em 20
pacientes com cancer de colon retal, os quais consumiram 8 doses diarias de 0,5a 1,0 g
de Rsv antes da ressecgao cirurgica. Os pacientes demonstraram alta tolerabilidade ao
Rsv, e os principais metabdlitos do Rsv (Rsv conjugado a sulfatos e glicuronideos) foram
detectados por cromatografia liquida de alta performace (HPLC). O Rsv, por sua vez,
atingiu uma concentracao de 674 nmol/g de tecido tumoral, reduzindo o volume tumoral
em 5% [108].

1.2.3 — Efeitos fisiolégicos do Rsv: foco na neuroprotecéo do tecido sadio

Constantemente s&o descritos novos efeitos fisiolégicos desempenhados pelo
Rsv no organismo humano. Entre estes efeitos destacam-se a cardioprotecdo, a
modulacédo do metabolismo de lipideos, inibicdo da agregagdo plaquetaria, acgéo
antioxidante, acado anti-inflamatéria e anti-viral, neuroprote¢do ao tecido sadio, entre
outras. Em funcao destes inumeros efeitos benéficos, diversos estudos tém proposto a
utilizacdo do Rsv como farmaco para tratamento de patologias relacionadas a estes
efeitos, tais como diabetes, hipertensao, aterosclerose, osteoartrite e doencas neurais
(revisado em [88] e [109]).

De maior importancia para o presente trabalho é o efeito neuroprotetor do Rsv.
Neste sentido, previamente nosso grupo e outros demonstraram que o Rsv protege
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células de culturas organotipicas de ratos da injuria celular causada por privagao de
oxigénio e glicose [110-111], demonstrando a especificidade do efeito citotoxico do Rsv
para as células tumorais de GBM, caracteristica bastante importante quando se trata de
oncoterapia. Em culturas primarias de neurbnios e em camundongos, o efeito
neuroprotetor do Rsv parece ser mediado, ao menos em partes, pela biogénese de
mitocondrias mediada pela ativagdo da via da AMPK [112] e melhora da fungéo
mitocondrial pela ativagcdo de sirtuinas [113], respectivamente. Além disso, tem-se
atribuido sua propriedade neuroprotetora aos efeitos antioxidante e antiinflamatoério, uma
vez que o aumento de espécies reativas de oxigénio € um fator de risco importante para o
desenvolvimento de patologias neurodegenerativas, incluindo Doenga de Parkinson e
Alzheimer [114]. Nesta ultima, foi demonstrado que o Rsv reduz a toxicidade - mas nao a
formacgado - do peptideo beta-amildide, cujos agregados formados desempenham papel
importante no desenvolvimento da doenca [115].

Recentemente, tem ganhado forca o papel das sirtuinas nos efeitos causados
pelo Rsv, principalmente no que diz respeito a neuroprotecdo € ao papel anti-
envelhecimento desempenhados por este polifenol. Sirtuinas sdo proteinas que possuem,
entre outras atividades, a capacidade de desacetilagdo NAD-dependente de histonas, o
que modula a transcrigdo e de diversos genes envolvidos no metabolismo celular basico,
tais como Akt, o fator de transcrigdo nuclear kappa-b (NF-xB) e o gene da proteina
desacopladora mitocondrial 2 (UCP2). Dai a relagdo da ativacdo de sirtuinas com o
aumento da longevidade, a semelhanga do efeito provocado pela restricdo caldrica. Neste
sentido, o efeito anti-envelhecimento do Rsv, mediado por sirtuinas, foi recentemente
mostrado em leveduras, Caernohabiditis elegans e Drosophila melanogaster [116]. Na
neurodegeneragao, a ativagao de sirtuinas parece mediar, além dos processos citados
acima, o retardo da degeneracdo axonal apds injuria in vivo [117] e protegdo contra
doenca metabdlica [118]. Recentemente, Della-Morte e col demonstraram o efeito do Rsv
na neuroprotecdo em modelo de isquemia em ratos através da ativagao de Sirt1 e UCP2,
uma vez que a inibicdo desta via aboliu o efeito neuroprotetor do polifenol [119].
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1.2.4 - Rsv como agente antitumoral in vitro e in vivo: foco natoxicidade

em gliomas

O efeito citotoxico antitumoral do Rsv vem sendo descrito desde 1997, quando
Jang e col descreveram, em células de cancer epitelial, os efeitos do Rsv como um
composto capaz de inibir processos das 3 etapas da carcinogénese: iniciagdo, pelas suas
propriedades antimutagénicas, antioxidantes e de ativagao de enzimas metabolizadoras
de drogas de fase Il; antipromogéao tumoral pelos efeitos antiinflamatérios e de inibi¢gdo de
cicloxigenases; e antiprogressdo tumoral pela inducdo de diferenciacdo de células
leucémicas [120]. Posteriormente, inUmeros trabalhos confirmaram o papel do Rsv como

quimiopreventivo e quimioterapico potencial.

A acao quimiopreventiva do Rsv foi demonstrada pela inibicdo da tumorigénese
em um modelo de cancer de pele em camundongo, além da inibigdo do desenvolvimento
de lesbes pré-neoplasicas em células de glandula mamaria de camundongos expostas a
carcindgenos [120] (tais células tendem a formar agregados celulares semelhantes a
microtumores in vitro [121]). Em células nao tumorais epiteliais Rsv previne a
carcinogénese induzida por agentes citotéxicos principalmente pelo efeito antioxidante e

de inibicdo de adutos no DNA por metabdlicos citotdxicos [122-124].

A partir do trabalho de Jang e col, inumeros estudos acerca dos efeitos
citotdxicos do Rsv em células tumorais se desenvolveram, e atualmente a lista de tipos
tumorais nos quais o Rsv apresenta algum efeito citotéxico € bastante ampla (Tabela 1).
Mais de 10 anos depois da descrigdo inicial, sabe-se que os efeitos do Rsv na
carcinogénese sao, na verdade, desempenhados através de mecanismos distintos em
fungao do tipo tumoral, do protocolo de tratamento e do perfil genético celular. Dentre os
tipos tumorais nos quais o Rsv apresenta efeito citotdxico, tanto in vitro quanto em
modelos in vivo, destacam-se cancer de mama [125-126], préstata [127-128], pancreas
[129], gastrointestinal e colo-retal [130-131], leucemias e linfomas [132-133], entre outros
(Tabela 1).

Em gliomas, o efeito citotoxico do Rsv vem sendo caracterizado desde 2004,
quando Tseng e col demonstraram que o Rsv inibe o crescimento de gliomas
xenograficos em camundongos e induz apoptose das células tumorais aumentando a
sobrevida total, a taxa de sobrevivéncia e inibindo a angiogénese tumoral [134]. O padrao

multifocal de desenvolvimento dos gliomas, com invasdo do tecido sadio em focos
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tumorais, € um dos principais problemas da terapia contra estes tumores. Gagliano e col,
em 2005, demonstraram um importante papel do Rsv em inibir a secrecdo das duas
principais proteinas de remodelagem da matriz extracelular envolvidas na invasao de
GBM, metaloproteinase-2 (MMP2) e a proteina secretada acidica e rica em cisteinas
(SPARC), em células de GBM T60 e T63 in vitro [135]. Posteriormente, Jiang e col
caracterizaram o efeito do Rsv na linhagem de GBM humano U251, na qual Rsv (100 uM)
induziu apoptose de modo tempo e dose-dependente por ativagdo da via intrinseca, com
ativagao de caspase, aumento do pré-apoptético Bax e liberacao de citocromo C, além de
reprimir a expressao de ciclina D e causar parada no ciclo celular em G1 [136]. Porém,
recentemente Li e col demonstraram que Rsv 150 uM, além de apoptose, induz autofagia
em células U251, e que esta autofagia ndo exerce efeitos citotdxicos, mas sim
neuroprotetor nestas células, uma vez que a inibicdo da autofagia potencializa o efeito do
Rsv [137].

Nosso grupo e outros demonstraram o efeito tempo e dose-dependente do Rsv
em diversas linhagens de gliomas, de humano (U87), camundongo (GL261) e rato (C6)
[138-139]. Os mecanismos disparados pelo mesmo nas células é dependente da
concentragdo e do protocolo (tempo) de tratamento, além do tipo celular (tanto com
relagcdo as caracteristicas genéticas relacionadas a oncogenes e genes supressores
tumorais quanto com a capacidade de metabolizagdo do Rsv), tanto in vitro quanto in vivo.
Nés mostramos um exemplo claro desse aspecto em células de glioma de rato C6, nas
quais Rsv 50 uM induziu apoptose apés 48h de tratamento, enquanto Rsv 10 uM induziu
senescéncia apos 12 dias de tratamento [138]. E essa resposta variada ocorre em fungao
da ampla gama de moléculas envolvidas em praticamente todos os mecanismos de
proliferacdo e morte celular moduladas pelo Rsv, o qual frequentemente modula mais de

um mecanismo.

1.2.5 - Farmacodindmica e farmacologia molecular do Rsv em cancer

Desde o trabalho de Jang e col, em 1997, o efeito citotoxico do Rsv ja foi
demonstrado em mais de 15 tipos de cancer, considerando apenas os descritos ao longo
do presente trabalho. O mecanismo de agdo desempenhado pelo Rsv nestas células,

bem como os elementos moleculares que modulam tais efeitos varia. Neste sentido, Rsv
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exerce efeito pré-apoptoético em células de cancer de célon (independente de p53, sem

alteragédo da integridade da membrana mitocondrial mas com aumento de caspase 3),
prostata (pelo aumento de diversos pro-apoptoticos como Bax, Bak e PUMA e redugéao
dos antiapoptdticos Bcl-2, Bcel-x, e survivina), cancer gastrico (acompanhado de aumento
de p53, aumento de caspase 3 e redugdo do antiapoptotico survivina), cancer de ovario
(reduzindo os niveis de Akt e COX-2) e leucemias (pelo aumento de Bax e p53, e reducgao
de PI3k e de Akt) (revisado em [88]). O ciclo celular, por sua vez, € modulado pelo Rsv
em células de cancer de colon (através da diminuigdo do complexo ciclina D1/CDK4 e
aumento das ciclinas A e E), de préstata (por diminuicdo de ciclina D e E, Cdk4, e
aumento de p21 e p27), em células de melanoma (acompanhado da diminuigido de CDKa®,
pRb, ciclina A e D, e aumento de p21), entre outros [88]. Indugéo de autofagia por Rsv foi
descrita em células de cancer de ovario [140], além da linhagem de GBM humano U251
[137], enquanto a inducdo de senecéncia foi demonstrada apés tratamento crénico em
células de cancer de colon [141]. Em células de fibrosarcoma Rsv inibe a adesao celular
pela reducdo da molécula de adesdo ICAM-1 [142], levando a morte celular por falta de
adeséao (Anoikis). Finalmente, em células de leucemia mieldide Rsv reduziu a proliferacao

celular através da indugéao de diferenciacdo celular [143]. A Tabela 1 resume alguns

exemplos representativos da resposta de células sadias e tumorais ao Rsv.

Tabela 1. Comparagéo entre a resposta de células sadias e tumorais ao resveratrol.

Efeito do resveratrol Mecanismo
Modelo ~ ; Ref.
(concentracédo) sugerido

Tecido ou Células
Sadios

Protetor contra modelo de

Cultura organotipica isquemia (10-50 pM)

Ativacao da via [110]

de hipocampo Akt/PKB
Cultura primaria de Biogénese de mitocéndria e
prir crescimento de neuritos (10 Ativacdo de AMPK [112]
neurdnios e
Neuro2A M)

Retarda degeneragéo axonal  Sirt1 e sintese de NAD

Neurdnios in vivo ap6s injdria (50 uM) nuclear

[117]

Neurdénios in vitro Bloqueia efeito neurotdxico do Ativagao de PKC [144]
peptideo amildide (25 uM)
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Efeito do resveratrol Mecanismo

Modelo (concentracao) sugerido Ref.
Melhora da fungao
mitocondrial e protegao contra o .
Camundongos doenca metabF:’)IicaQ(200-400 Ativagao de Sirt1 [113]
mg/kg/dia)
Aumenta sobrevida em dieta . S§n3|b|I|_dadr:3 a
Camundongos hi . insulina, ativacao de [145]
iper-caldrica (5-22 mg/kg)
AMPK.
Células Cancerosas
(linhagem)
Glioma humano Clivagem de caspase [136,
(U87) Apoptose (100 uM) 3; repressdo de YKL-40  146]
Glioma humano Aumento de bax;
(U251) Apoptose (100 uM) clivagem de caspase 3 [136]
Glioma humano Autofagia citoprotetora (150 ~ .

(U251) uM) Nao determinado [137]
Glioma de rato (C6) Senescéncia (10 uM — 12 dias) Nao determinado [138]
Glioma de rato (C6) Apoptose (50 uM) Nao determinado [138]
Glioma de rato (C6) Necrose (100 uM) Nao determinado [147]
Glioma de rato (C6) Ligacao a integrina

GL261 (glioma de aVb3 e ativagao de [139]
camundongo) Apoptose (10 uiM) ERK1/2; acumulo de
Cox-2 nuclear
Glioma humano Inibigdo do crescimento (sem
(U138) mecanismo primario definido) N&o determinado [138]
Carcinoma coloretal  Morte celular (em sinergismo Ativagao de AMPK [148]

humano (HT29) com etoposideo) (50-400 pM)
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Efeito do resveratrol Mecanismo
Modelo ~ ; Ref.
(concentracéo) sugerido
Adenocarcinoma Aumento da expressao
gastrico humano Apoptose (100 uM) d p53 e redugao da [149]
(SNU1) survivina
Aumento de p53 e p27
Linfoma folicular Apoptose (25 uM) e redugao de Myc e [150]
humano (LY8) Bcl-2
Cancer de pulmao Bloqueio da proliferacao
(A549, NCIH460, (25-100 uM) Nao determinado [151]
NCIH23) H
Cancer de ovario Morte celular autofagica e L'tg:ja;?nﬂtgggr:?ﬁgoemo [140]
(A2780 e CaOV3) apoptotica (50 uM) o i
ativacao de autofagia
. Morte celular apoptética . ~ .
Retinoblastoma (50-200 uM) Liberagao do citocromo [152]
(Y79) H C da mitocondria
R " Bloqueio da proliferagao (100 Secrecao do Fator
Cancer pancreatico uM) Inibitorio de [153]
(SUIT2) i
Macrofagos

43



1.3 — MECANISMOS ANTITUMORAIS ENDOGENOS E POTENCIAIS ALVOS
TERAPEUTICOS EM CANCER

O organismo humano possui mais de 10 trilhdes de células préprias originadas a
partir de uma unica célula, o zigoto. Para se manter homeostatico, milhares de células
morrem diariamente e sdo eliminadas do organismo, sendo substituidas por células
jovens e saudaveis. Dessa maneira, & bastante razoavel concluir que diferentes
mecanismos endogenos de controle da proliferagédo e morte celular estdo envolvidos no
desenvolvimento embrionario € na manutengao desta homeostase, sendo controlados de
maneira tempo e intensidade-especifica ao longo da vida. Entre os principais mecanismos
estdo a divisao celular, reparo de dano ao DNA e controle do ciclo celular, mecanismos de
morte celular e bloqueio da proliferagdo como apoptose, necrose, autofagia e morte
celular autofagica, senescéncia, quiescéncia e catastrofe mitética, além da diferenciagao
celular. Os principais mecanismos de morte celular apresentam caracteristicas bastante

peculiares, e sdo comparados no Quadro 1.
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Caracterisitca Apoptose Necrose Autofagia Catastrofe Senescéncia
Mitotica
Quantidade Uma célula ou | Em geral Pode-se en- Uma célulaou | Pode-se
de células um pequeno muitas contrar em um pequeno encontrar em
afetadas grupo células muitas células, | grupo muitas células,
contiguas contiguas ou contiguas ou
nao (pela libe- N&o.
racéo de pro-
dutos da auto-
digestéo)
Morfologia Encolhimento Turgescén- | Aumento da Células gigan- | Aumento de
geral da celulare cia celular | granulosidade | tes com diver- tamanho
célula convolucao celular, sem s05s nucleos celular
padrao de
alteracéo no
tamanho
Alteragoes Picnose e Cariolise, Sem Micronucleacéo | Focos asso-
nucleares cariorexis picnose e condensacao e multinuclea- ciados a hete-
cariorexis da cromatina CAO0; arranjos rocromatina

cromossomicos
aberrantes

Alteragdes da | Membrana Ruptura da | Ruptura e Membrana ce- | Membrana
membrana celular intacta membrana | fragmentac&o lular intacta ini- | celular intacta
celular da membrana cialmente, po-
no final do dendo ou nédo
processo haver fragmen-
tacao no final
do processo
Alteragées no | Retencédo do Vacuoliza- | Macica vacuo- | Sem alteracdes | Achatamento
citoplasma citoplasma em | ¢céo e de- lizacdo do cito- | significativas celular, aume-
corpos generacdo | plasma (vesi- no citoplasma e | nto da granu-
apoptoticos organelar, culas autofag- seus losidade e
seguido de | cas com mem- | componenies acidificacdo do
liberacéo brana dupla) citoplasma;
do citoplas-
ma no
meio
extracelular
Resposta Sem resposta Resposta Sem resposta Sem resposta Sem resposta
imune inflamatdria inflamatoria | inflamatoéria inflamatodria inflamatoria
Gasto Com gasto de Sem gasto | Com gasto de Sem gasto de Sem gasto de
energeético energia de energia | energia energia energia

Quadro 1 - Comparacao das alterac6es morfoldgicas dos diferentes tipos de morte celular.
Sao descritas as principais caracteristicas celulares e fisiolégicas presentes nos mecanismos de
apoptose, necrose, autofagia, catastrofe mitdtica e senescéncia. Obtido de — tese de doutorado
de Lauren Lucia Zamin (“Resveratrol e quercetina: avaliacdo da atividade antitumoral e dos
mecanismos de a¢do em linhagens de gliomas in vitro e em um modelo de implante de gliomas
in vivo”).
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Tais mecanismos sdo controlados por familias de proteinas tanto especificas
quanto compartilhadas, tais como p53, que participa de praticamente todos estes
processos. Assim, cada vez mais vem sendo descritas interagcdes entre estes
mecanismos, tanto em contextos patolégicos quanto fisiolégicos. Da mesma maneira,
qualquer desbalanco em um destes processos pode levar ao desenvolvimento de
patologias. E, com certeza, a doenga celular mais bem descrita e estudada € o cancer,
que se desenvolve normalmente a partir de mutagdes em multiplas proteinas de controle
destes mecanismos, promovendo a proliferagdo celular descontrolada e/ou inibindo
mecanismos de morte celular. Aqui, serdo discutidos os mecanismos de maior
importancia para o trabalho: apoptose, ciclo celular e autofagia, com énfase para os dois

ultimos.

1.3.1 - APOPTOSE
1.3.1.1 - Conceito e Apoptose como Mecanismo Fisiolégico

Morte celular programada foi descrita ha mais de 50 anos. Em 1972, porém, é
que o nome apoptose foi usado pela primeira vez. O termo tem origem grega, e remete a
queda das pétalas das flores ou das folhas das arvores, em funcdo da relativa
semelhanga com a fragmentagdo da membrana plasmatica celular que se observa
durante o processo apoptético [154]. Apoptose é descrita como um mecanismo de morte
“limpo”, no qual a célula, apés receber algum sinal pré-apoptético, dispara o processo de
morte, sofrendo compactagado e segregacdo da cromatina, condensagao do citoplasma e
encolhimento celular, fragmentagdo nuclear, fragmentacdo celular (blebbing da
membrana) e, finalmente, fragmentagdo celular em corpos apoptéticos, que sao
fagocitados por células fagociticas. A maior parte destes processos sdo executados por
proteinas caspases (proteases cisteino-asparticas), ativadas em uma cascata coordenada
de clivagens das formas pré-ativas para formas ativadas. Entre as caspases ha moléculas
iniciadoras (caspases 2, 8, 9 e 10) e outras executoras (caspases 3, 6 e 7) do processo,
as quais realizam a protedlise de componentes celulares que acabam levando as

alteragdes tipicas de apoptose citadas acima (revisado em [155-156].
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Diariamente, mais de 30 milhdes de células somaticas sofrem morte celular e sao
repostas em um organismo adulto saudavel, e a morte apoptdtica € responsavel por
aproximadamente 90% destas mortes, eliminando células velhas, com funcionalidade
diminuida ou com algum dano potencialmente prejudicial & homeostase do organismo,
entre as quais estdo células iniciadoras de tumores [155]. Neste sentido, células que
sofrem mutagbes em genes reguladores da apoptose apresentam potencial oncogénico
bastante elevado e, de fato, a maioria dos tumores humanos apresenta resisténcia a
apoptose em fungdo de mutagdes em genes de controle deste mecanismo, entre os quais
estdo os GBMs. Apoptose possui papel fisiologico fundamental e bastante conservado.
Inicialmente descrito em Caernohabditis elegans, no qual das 1089 células somaticas 131
sofrem apoptose - fundamental para a viabilidade do organismo - [157], atualmente sabe-
se que apoptose exerce papel fundamental também na formacdo e manutencédo do
organismo humano. Um dos principais papéis deste mecanismo € na embriogénese e
desenvolvimento, na qual células de regides especificas do organismo em formacgao
sofrem apoptose e definem o formato funcional da regido. Entre estas partes estao as
maos e pés, nas quais as células que compdem as membranas interdigitias disparam a
morte apoptética programada entre a 62 e a 82 semana de formagdo do feto. Em
individuos com apoptose nao funcional estas células nao sofrem o processo apoptético,
gerando o quadro patoldgico de sindactilia [158]. Além da formagdo morfogénica,
apoptose tem papel fundamental nos processos de escamacgao do endométrio nos ciclos
menstruais, regressdo da mama apoés a lactagdo, morte de células do epitélio intestinal
que sofrem agressdes fisicas e quimicas, no desenvolvimento do sistema imune e
eliminacdo de células auto-reativas, impedindo o desenvolvimento de patologias auto-
imune, atrofia de 6rgdos com o envelhecimento, como a prostata em homens, entre
outros. Dessa forma, ndo apenas canceres podem resultar a partir de defeitos no

processo apoptético [158-160].

1.3.1.2 - Mecanismos moleculares: a apoptose em cancer

O processo apoptético pode ser disparado por duas vias, intrinseca ou
extrinseca. Na via extrinseca (ou de receptores de morte celular), moléculas sinalizadoras
de morte extracelulares, entre as quais se destacam FasL (ligante de Fas), TRAIL (ligante

indutor de apoptose relacionado ao TNF) e TNF (fator de necrose tumoral) se ligam a
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receptores de morte celular da superficie celular, desencadeando a clivagem e ativagao
da proteina caspase-8 que, por sua vez, induz a clivagem e ativagdo de caspases

efetoras do processo apoptético [155].

Por outro lado, a via intrinseca (ou mitocondrial) da apoptose, ativada quando a
célula sinaliza algum dano ao DNA, estresse do reticulo endoplasmatico ou estresse
oxidativo, € modulada por uma familia de proteinas, a Familia Bcl-2, cujos membros
apresentam em sua estrutura um ou multiplos dominios homoélogos de Bcl-2 (dominio
BH3). A familia Bcl-2 é dividida em dois grupos de proteinas, antiapoptéticas (tendo como
principais componentes Bcl-2 — o primeiro membro descrito e que deu origem ao nome da
familia de proteinas, além de Bcl-x., Bcl-W, MCL-1 e BFL-1) e pré-apoptéticas (as quais
se dividem em 2 subgrupos: proteinas BH3-only, que possuem apenas um dominio BH3,
que inclui as proteinas Bik, Blk, BNIP-3, Bim-L, Bad, Bid, PUMA, NOXA; e proteinas
multidominio, cujas principais representantes sdo as proteinas Bax e Bak). Todas estas
proteinas tém como principal funcdo modular a permeabilidade da membrana
mitocondrial: os membros antiapoptoticos interagem com membros pré-apoptéticos,
impedindo que estes formem complexos na superficie da mitocéndria e, assim, a
liberagdo de moléculas mitocondriais [161-162]. Quando um sinal de ativacdo da via
intrinseca é disparado na célula, ha a dissociagdo destas interagdes e ocorre um
desbalando entre as proteinas anti e proé-apoptoticas no sentido destas ultimas, levando a
formacdo de poros (cujos principais componentes sdo as proteinas Bax e Bak) na
membrana da mitocondria e a liberacdo de moléculas do interior da mitocondria para o
citoplasma da célula, entre as quais a mais conhecida € o citocromo c. A liberagcdo dos
componentes intramitocondriais para o espaco citosoélico ativa a proteina citosoélica Apaf-
1, formando o apoptossomo, que cliva e ativa caspase-9, que por sua vez ativa as

caspases 3, 6 e 7, executoras do processo apoptotico [155-156].

1.3.2 - AUTOFAGIA E MORTE CELULAR AUTOFAGICA
1.3.2.1 — Histdrico e Conceito — Autofagia e Morte Celular Autofagica

A autofagia (auto — proprio + fagia — comer/alimentar-se) € um processo
catabdlico conservado evolutivamente de degradacdo e reciclagem de componentes
celulares. O mecanismo é disparado quando um sinal indutor de autofagia (dito pro-
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autofagico) €& percebido pela célula, tanto fisiologicamente quanto em contextos
patologicos. Autofagia é classicamente descrita como sendo induzida por privagédo de
nutrientes e oxigénio. Porém, outros sinais pro-autofagicos estdo bem caracterizados: a
presenca de organelas ou proteinas danificadas e proteinas de longa vida; a presenga de
toxinas extracelulares; e compostos citotdxicos. Dessa maneira, a autofagia esta
envolvida em diversos processos fisiolégicos ou patolégicos, tais como desenvolvimento e
manutengdo da homeostase do organismo, diferenciagdo celular, neurodegeneragao,

infeccao e cancer [163].

Existem trés tipos de autofagia: a macroautofagia, a microautofagia e a autofagia
mediada por chaperonas (Figura 5). Na microautofagia, ocorre o englobamento de
componentes celulares diretamente pelos lisossomos das células, por invaginagéao,
protusdo e/ou septagao da membrana do lisossomo, seguido da degradagdo dos mesmos
e utilizacdo dos produtos da autofagia pela célula. No processo de macroautofagia
mediado por chaperonas (CMA), proteinas citoplasmaticas que possuem chaperonas
ligadas sao entregues aos lisossomos para degradagao. Chaperonas sao as proteinas do
reticulo endoplasmatico rugoso responsaveis pelo dobramento correto das proteinas
celulares. Durante a tradugdo de uma determinada proteina pelo ribossomo para dentro
do reticulo endoplasmatico, chaperonas se ligam a regido nascente da proteina e dirigem
0 dobramento correto da mesma para o lumen do reticulo. Apds o dobramento, as
chaperonas sdo desligadas da proteina e “reutilizadas” para dobramento de novas
proteinas. Assim, proteinas que possuem uma sequencia peptidica consenso, que sao
mal-dobradas e permanecem com chaperonas ligadas sdo reconhecidas pelos
lisossomos através da Proteina de Membrana Associada ao Lisossomo tipo 2 (LAMP-2A).
Apos o reconhecimento da proteina, esta € desdobrada e translocada através da
membrana lisossomal assistida pela proteina do Iumen lisossomal Hsc70, para
degradacgao e reutilizagdo dos produtos de degradagdo pela célula. Dessa maneira, a
CMA é bastante seletiva com relagdo ao componente celular que é degradado, podendo
degradar apenas certas proteinas e ndo organelas. Além disso, caracteriza-se pela
autofagia de uma proteina por vez, ao contrario dos outros dois tipos de autofagia, onde

“lotes” de componentes celulares sao degradados [164].
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Figura 5 — Tipos de Autofagia Celular. Macroautofagia, microautofagia e

macroautofagia mediada por chaperonas sédo os trés principais tipos de autofagia
celular. Macroautofagia representa 90% de toda autofagia e estd mais associada a
contextos patolégicos como o desenvolvimento tumoral e indugdo de morte autofagica
como terapia antitumoral. Obtido de: Autophagy fights disease through cellular self-
digestion [165].

A macroautofagia é responsavel por mais de 90% da autofagia celular sendo, por
isso, a mais estudada e conhecida (Figura 6). Neste processo, o qual é induzivel por
sinais proé-autofagicos como drogas antitumorais, toxinas, hipdxia ou privagdo de
nutrientes, ha o desenvolvimento de uma estrutura inicial de membrana lipidica dupla
chamada fagoforo, a partir do pré-fagoéforo, o qual inicia o processo de envolvimento de
componentes celulares citoplasmaticos, como proteinas e organelas. Esta € a etapa de
nucleacao/iniciacdo da autofagia. As principais proteinas envolvidas nesta etapa inicial
sdo as proteinas fosfatidilinositol 3-cinase classe Il (PI3K 1ll) e os membros 5, 6, 7, 10, 12
e 16, da familia de proteinas Atg (principais controladores da autofagia — se¢édo 1.3.3.2). A
partir da formagao do fagéforo ha o recrutamento e formagao de complexos protéicos que
dirigem o englobamento final dos componentes celulares, formando uma vesicula de
membrana dupla chamada autofagossomo (ou vesicula autofagica), na etapa de
sequestramento. Para esta etapa, sdo fundamentais os membros 3, 4 e 7 da familia de

genes Atg, além da proteina LC3 (revisado em [166]).
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A proteina LC3 merece uma atencdo especial, a medida que sofre uma
importante modificagdo pods-traducional que dirige a autofagia, sendo esta alteragcédo um
dos principais marcadores do desenvolvimento deste processo. A proteina LC3 foi
inicialmente descrita como uma subunidade (a cadeia leve 3 — dai o nome LC, do inglés
light chain) das proteinas associadas a microtibulos 1A e 2A (MAP1LC3) [167].
Subsequentemente, foi observado que a proteina LC3 apresentava uma alta similaridade
com a proteina Atg8/Aut7 de leveduras, a qual é essencial para autofagia [168]. Trés
isoformas da proteina LC3 (LC3A, LC3B e LC3C) sofrem modificagdes pds-traducionais
durante o processo autofagico. A clivagem de LC3 logo apds a tradugéo produz a forma
citosodlica de LC3, chamada LC3-I. Quando o processo de autofagia é ativado, LC3-I sofre
clivagem e uma lipidacdo com fosfatidiletanolamina por um sistema que envolve as
proteinas Atg7 e Atg3, sendo entdo convertido a LC3-Il, a qual se associa a membrana
das vesiculas autofagicas [169-171].

Em seguida ocorre a etapa de fusionamento, na qual o autofagossomo se fusiona
com um lisossomo para formar a estrutura funcional da autofagia, o autofagolisossomo
(também dita “madura”). No interior desta estrutura, o ambiente acido e as enzimas
lisossomais dirigem a degradacdo dos componentes celulares, ultima etapa, que gera
produtos de degradagcdo que sao utilizados pela célula [166, 172]. Nao se sabe,
exatamente, quais proteinas estdo envolvidas nessa fusdo porém, sabe-se que o
ambiente acido do lisossomo atua como um modulador importante, uma vez que
bafilomicina A1, um inibidor da bomba de prétons que acidifica os lisossomos, atua como
um inibidor do processo de maturagdo por inibir a fusdo do autofagossomo com o
lisossomo [173]. E importante ressaltar que a proteina LC3-ll ndo se encontra presente
em autofagolisossomos, uma vez que € desestabilizada e degradada pelo ambiente acido

e pelas enzimas lisossomais [166, 172].

1.3.2.2 — Mecanismos moleculares de controle da Autofagia

Autofagia é um processo evolutivamente conservado. A maquinaria molecular de
controle da autofagia foi primeiramente descrita em leveduras, onde é coordenada
finamente por um grupo de genes, a familia Atg. As proteinas geradas a partir destes
genes possuem atividades especificas durante as diferentes etapas do processo

autofagico e recebem numeracgdes de 1-16, além de outros nomes especificos (Figura 6).
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O processo de iniciagdo da autofagia envolve diversos membros da familia Atg
(membros Atg5, 6, 7, 10, 12 e 16), sendo os 3 principais Atg6 (também chamada de
beclina-1), AtgS e Atg12. A formacdo do autofagossomo envolve um sistema de
conjugacao, no qual Atg12 é covalentemente ligada a Atg5 e direcionado a membrana do
autofagosomo. Tal conjugagédo é mediata pelas enzimas Atg7 e Atg10, semelhantes as
ubiquitina-ligases E1 e E2, respectivamente. Finalmente, o membro da familia Atg mais
importante no processo de sequestramento e formagao do autofagossomo, Atg8 (também
chamada de LC3 — descrita acima), sofre uma lipidagao por Atg7 e em consequéncia se

acopla a membrana do autofagossomo em formacgao [174-176].

Porém, outras proteinas sao bastante importantes na sinalizagdo a montante da
autofagia, modulando o processo autofagico positiva ou negativamente (Figura 6). Neste

sentido, as principais proteinas e vias de sinalizagc&o envolvidas estdo descritas abaixo.

- PI3k/Akt/mTOR

A proteina mTOR (Alvo da Rapamicina em Mamiferos) € uma serino-treonina
cinase presente em dois complexos protéicos citoplasmaticos: um deles contendo as
proteinas mTOR, GBL e Rictor (Complexo de mTOR Insensivel a Rapamicina), o qual é
insensivel a rapamicina e tem como funcgao principal a ativagdo da proteina Akt, descrita
abaixo; e o outro formado pelas proteinas mTOR, GBL e Raptor (Complexo de mTOR
Sensivel a Rapamicina), sensivel a rapamicina e modulador dos processos de sintese
protéica e autofagia. Exceto quando indicado, as discussbes do presente trabalho sao

acerca da proteina mTOR presente neste segundo complexo protéico.

A principal funcdo de mTOR é atuar como sensor dos niveis de ATP e
aminoacidos, a fim de coordenar o balango entre disponibilidade de nutrientes e o
crescimento celular [177]. Neste sentido, em um contexto de presenga de nutrientes
(fatores de crescimento, horménios, entre outros) disponiveis em quantidades suficientes
para a o crescimento celular, ocorre o acoplamento do ligante (principalmente fatores de
crescimento) ao receptor da superficie da célula (para fatores de crescimento sao
receptores do tipo tirosina-cinase - RTKs), levando a dimerizacdo e fosfoativagao dos
mesmos. A ativagcdo dos RTKs induz a ativacdo da proteina fosfatidilinositol 3-cinase

(PI13k), levando a formacdo de fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3;) a partir de
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fosfatidilinositol-4,5-trifosfato (PIP,;) na membrana da célula. O PIP; de membrana atua
como um importante sinalizador intracelular, coordenando processos de crescimento

celular, ciclo celular, migragdo e metabolismo celular [178-179].

As enzimas PI3ks sdo compostas por uma subunidade regulatéria (p85a, p85p3,
55a, p50a, p85B, ou p55y) e uma subunidade catalitica (p110), para as quais varias
isoformas ja foram descritas (p110a, p110B, p110y and p11038). A familia das PI3ks é
dividida em 3 classes (I a lll), de acordo com a estrutura, regulagéo e especificidade de
substrato in vivo [180-182]. PI3k classe | (dentro da qual ha duas subclasses — A e B) é a
mais importante e bem descrita, por ser responsavel pela formacado do fosfatidilinositol
3,4,5-trifosfato (PIP;), além de fosfatidilinositol 3-fosfato (PIP) e fosfatidilinositol 3,4-
bifosfato (PIP;). Além de RTKs, PI3k-I pode ser ativada diretamente por receptores
acoplados a proteina G. A subunidade p100a. da PI3k-IA (codificada pelo oncogene
PIK3CA) [183] apresenta mutagdes em muitos tipos de cancer, incluindo GBM, tornando-a
constitutivamente ativa e, consequentemente, tivando toda a via de proliferagao
PI3K/Akt/mTOR [184]. Dessa forma, PI3k classe | atua no sentido de inibir autofagia pela
aitvacdo de mTOR. PI3k classe Il compreende 3 isoformas cataliticas e € a unica das 3
classes que nao apresenta subunidade regulatéria, além de n&o possuir um sitio de
ligacdo de calcio presente nas outras duas classes e, finalmente, gerar apenas PIP e
PIP,, mas ndo PIP;. PI3k classe lll se assemelha mais a classe |, correspondendo ao
homdlogo em mamiferos de Vps34 (subunidade catalitica de leveduras) e tendo p150
(homodlogo de Vps15 de levedura) como subunidade reguladora. Dessa forma, PI3k atua
de maneira importante nas etapas de recrutamento membranas intracelulares — ainda de
maneira n&o totalmente esclarecida — e iniciagdo da formacao do fagéforo [185]. PI3k-III
produz apenas fosfatidilinositol 3-fosfato a partir de PI, participando do trafico de proteinas
e vesiculas intracelular e da associacao de proteinas com a membrana celular através de
miristoilacéo [186-187].

PIP; recruta diversas proteinas com dominios FYVE ou PX (dominio de
homologia a plecstrina) para a membrana celular, entre as quais estao as proteinas PDK1
(proteina cinase 1 dependente de fosfoinositol) e Akt (ou proteina cinase B - PKB),
moduladora central da via PI3k/Akt. A proteina PDK1 fosforila e ativa a proteina Akt, a
qual por sua vez modula um amplo niumero de moléculas controladoras de proliferagao
celular e do ciclo celular (Figura Suplementar 2). Entre as principais modulagtes
exercidas por Akt estdo a regulagdo negativa dos inibidores de progressao do ciclo celular
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p27KP g p21VafiCiP! [188-189], Wee1 e Myt1, além de prevenir a degradacéo de ciclina D1
por inibir a glicogénio sintase cinase 3 — GSK-3p [190]; inibicdo da apoptose através da
inibicdo das proteinas pro-apoptoéticas Bim, Bax, Bad, c-Raf e caspase-9; inibicdo da
autofagia e ativacdo de sintese protéica através da fosfoinativagdo da proteina tuberina
(TSC2), com consequente ativagdo de mTOR e do complexo Raptor e ativagéo de p70
S6k (descrito abaixo), entre outros [191-192]. Por outro lado, a fosfatase supressora
tumoral PTEN atua como o principal regulador negativo da via PI3k/Akt, por retirar um
fosfato de PIP;. A proteina PTEN se encontra deletada em inumeros tipos tumorais,
levando, assim, a ativagao constitutiva da via da PI3k/Akt [193], como ocorre em 37% dos
GBMs. Em funcao deste papel central sobre tais mecanismos, a via da PI3k/Akt € uma
das mais estudadas em cancer, apresentando mutagdes responsaveis pela oncogénese
de varios tipos tumorais, incluindo GBM e, assim, € um potencial alvo para terapias

antitumorais.

Com relagao a autofagia e sintese protéica, quando ativada, Akt fosforila a
proteina mTOR no sitio Ser2448 e, a partir desta primeira fosforilagdo, mTOR realiza uma
autofasforilacdo da Ser2481. Uma vez ativada, a proteina mTOR inibe o processo
autofagico e ativa a proteina p70S6 (p70S6k), uma cinase ativada por sinalizagao
mitogénica requerida para crescimento celular e passagem pela fase G1 do ciclo celular.
P70S6k fosforila a proteina S6 da subunidade ribossomal 40S, processo fundamental
para a traducdo protéica [194]. Além disso, mTOR participa da inativacdo de 4E-BP1,
inibidor de elF4E (fator de iniciagdo da tradug¢do em eucarioros 4E). Estes eventos
resultam na ativacdo da traducdo de subpopulacbes de mRNAs especificos e na
proliferagdo celular. Por outro lado, quando ha privacdo de nutrientes a via PI3k classe
I/AKt/mTOR nao € ativada e o balango energético celular é desviado no sentido da
degradacao de componentes celulares [195-196]. Neste contexto, a sintese de proteinas
esta inibida pela auséncia de ativagao da proteina p70S6k e pela ligagdo de 4E-BP1 ao
elF4E, e a célula mantém sua homeostase energética principalmente através da ativagao
da autofagia de componentes celulares. Em células de cancer de mama, por exemplo,
inibicdo da via da mTOR, por si s6, ja é suficiente para disparar a autofagia [197].
Portanto, mTOR exerce um papel fundamental na proliferagao celular e homeostase, de
modo que mutagdes que alteram seu funcionamento possuem grande potencial

oncogénico. De fato, as vias de controle de mTOR vém sendo descritas como estando
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mutada em diversos tipos tumorais, entre eles os GBMs e, assim, constantemente mTOR

vem sendo estudada como potencial alvo para terapias antitumorais [198] .

2> AMPK

A proteina cinase ativada por AMP (AMPK) é um complexo heterotrimérico
composto de uma unidade catalitica a e subunidades regulatérias e vy, apresentando-
se altamente conservada de leveduras a plantas e animais. A proteina AMPK
desempenha um papel fundamental na homeostase energética: em situagdes de estresse
ambiental como choque térmico, privacdo de nutrientes acessiveis a célula e hipodxia-
isquemia, ocorre um aumento da taxa AMP/ATP, levando a ativagdo da proteina AMPK
através da fosforilagdo de Thr172 pela proteina supressora tumoral LKB1, em associagao
com as proteinas acessorias STRAD e MO25 [199]. Outras fosforilagcbes e modificacbes
pos-traducionais sao descritas para AMPK, como a fosforilagdo na Ser108 da subunidade
B1, que parece ser importante para ativagdo da proteina, e a fosforilagdo nas Ser24/25 e
Ser182, que afetam a localizagdo de AMPK [200]. Uma vez ativada, AMPK exerce papel
no metabolismo de acidos graxos e glicogénio, além de modular sintese protéica (através

das vias de E2F e mTOR), crescimento celular e induzir autofagia [199].

Os estudos iniciais abordando AMPK e autofagia mostraram que AICAR, um
ativador de AMPK, apresentava um efeito de inibicado da autofagia. Porém, demonstrou-se
que este efeito era independente da atividade de AMPK, mas sim por diminuir a ligagao
de beclina-1 a PI3k classe lll e, assim, reverter o efeito de AMPK na autofagia [201].
Meley e col demonstraram, entdo, que a inibigdo genética direta e farmacolégica de
AMPK praticamente inibiu toda autofagia de células hepaticas, de tumor hepatico HT-29 e
de células HelLa (leucémicas), sugerindo que a ativagdo de AMPK ¢é, de fato, uma via de
ativagdo da autofagia [202]. Posteriormente, demonstrou-se que o papel de AMPK na
modulagdo da autofagia se da através da fosforilagdo direta, por AMPK, da proteina
Raptor (Ser722/Ser792). Esta fosforilagdo € essencial para a inibicdo da formacédo do
complexo de Raptor com mTOR e, dessa maneira, a inibicdo da autofagia mediada pelo
complexo é anulada e a autofagia é disparada na célula (na chamada via de autofagia
sensivel a nutrientes). Ao mesmo tempo, ocorre a parada da célula no ciclo celular pelo

estresse energético sofrido pela célula, sugerindo um papel importante para a proteina
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Raptor na relagado do estado energético da célula e o prosseguimento no ciclo celular pela

mesma [203].

-2 p53

As principais caracteristicas da via da p53 estdo descritas na secao 1.1.6.2. O
papel da proteina p53 como supressora tumoral indutora de apoptose, reparo de DNA,
parada no ciclo celular e senescéncia é conhecido ha bastante tempo [67]. O primeiro
indicio de p53 na modulacéo da autofagia, por outro lado, foi descrito em 2005 por Feng e
col, que demonstraram que ativagao de p53 dispara uma resposta semelhante a privacao
de nutrientes, com ativagcao de AMPK e subsequente inativacdo de TSC1, TSC2 e mTOR,
e disparo da autofagia em fibroblastos embrionarios de camundongos. Além disso,
ativacdo de p53 leva a uma diminuicdo de PTEN e TSC2 a nivel transcricional, o que
deve contribuir para a supressdao de mTOR a longo prazo [204]. Outro mecanismo de
inducao de autofagia por p53 é através da transcricdo direta do gene DRAM (Modulador
de Autofagia Regulado por Dano), o qual codifica uma proteina lisossomal. A autofagia
induzida por p53 se mostrou DRAM-dependente e, enquanto a superexpressao deste
gene nao induziu morte celular, apoptose induzida por p53 se mostrou DRAM-dependente
também, demonstrando que DRAM atua como um efetor da morte celular induzida por
p53. E, finalmente, DRAM tem sua expressao reduzida em diversos tipos tumorais,

sugerindo um papel de supressao tumoral para o mesmo [205].

Por outro lado, Tasdemir e col e Dorselli e col demonstraram, em 2008, que p53
inibe autofagia em determinados contextos. Os autores demonstraram que a inibigao de
p53 (por delegao genética, RNAi ou compostos farmacolégicos) resultou em autofagia em
células humanas, de camundongo e de nematodos através da via de autofagia sensivel a
nutrientes, envolvendo a proteina AMPK [79]. Além disso, diversas condi¢cbes de estresse
celular, como privagao de nutrientes, estresse do reticulo endoplasmatico (com acumulo
de proteinas mal-dobradas e/ou liberagao de calcio para o meio intracelular) e inibigao de
MTOR resultam em degradagéo de p53 via proteassomo e derepressao da autofagia por
p53 [206]. E, de maneira bastante interessante, o mesmo grupo demonstrou, expressando
p53 selvagem e diversas variantes com mutagdes dirigidas em células da linhagem de
carcinoma de célon humano HCT116 p53™, que p53 citoplasmatica, mas ndo a forma

nuclear, exerce esta fungéo de inibicdo da autofagia. Ainda, formas de p53 mutadas que
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nao induzem apoptose pela via mitocondrial mantém a capacidade de inibicdo de
autofagia. E, de maneira mais interessante ainda, ao contrario da indugédo autofagica, a
inibicdo da autofagia por p53 citoplasmatica ndo parece ter importancia na funcédo de
supressao tumoral exercida por esta proteina, jd que mutantes para p53, tanto
supressores tumorais eficientes quanto deficientes, bem como oncogénicos, podem inibir
autofagia [207]. Assim, enquanto a atividade de indugado da autofagia requer a proteina
p53 nuclear, a fungdo de inibicdo da autofagia por p53 é apenas citoplasmatica, nao
parece estar relacionada com a propriedade pré-apoptética de p53 e é independe da

transcri¢cao génica.

- Bcl-2 e proteinas BH3

A proteina Bcl-2 €, talvez, a proteina antiapoptética mais estudada (secéo 1.3.1.2).
Bcl-2 pertence a familia de proteinas BH3, que compreende membros pré-apoptéticos e
antiapoptéticos. Entre estes ultimos destaca-se Bcl-2. Na apoptose, Bcl-2 atua pela
ligacdo inibitéria a proteinas pré-apoptéticas, estando superexpressa em uma ampla
variedade de tumores, sendo responsavel pela carcinogénese e resisténcia a terapia por

grande parte das leucemias humanas [208].

Bcl-2 € um importante mediador da interagdo molecular entre apoptose e
autofagia. Neste ultimo processo, Bcl-2 tem papel importante como molécula inibidora,
ligando-se diretamente a beclina-1 e impedindo sua agao pré-autofagica, porém, apenas
quando esta presente no reticulo endoplasmatico. Em fungdo dessa ligagdo direta,
recentemente beclina-1 foi classificada como um proteina BH3-only, por apresentar um
dominio de homologia a Bcl-2 [209]. Porém, diferentemente das proteinas BH3-only da
familia Bcl-2, beclina-1 nao induz apoptose e, de maneira bastante interessante, a
interacdo com beclina-1 ndo anula o efeito antiapoptético de Bcl-2 [210]. A expressao de
mutantes de beclina-1 que nao se ligam a Bcl-2 em células deficientes de beclina-1 induz
mais autofagia do que a expressao de beclina-1 selvagem e, ao contrario de beclina-1,
induzem morte celular [211]. Assim, esta fungéo antiautofagica de Bcl-2 parece colaborar
na manutencao da autofagia em niveis compativeis com a sobrevivéncia celular, mais do
que como um mecanismo de morte celular. Posteriormente, Maiuri e col demonstraram

que, além de Bcl-2, o antiapoptoético Bcl-x, também se liga a beclina-1 e inibe a autofagia
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[212], e, recentemente, 0 mesmo autor descreveu um interatoma de beclina-1 relacionado

a autofagia [213].
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Figura 6 — Vias de sinalizacdo de controle da autofagia. As principais proteinas
envolvidas na modulagéo e execugido do processo autofagico sdo mostradas, bem como
as estruturas formadas. Setas indicam ativagao, enquanto sinais fechados indicam inibigao.
As cores das proteinas nao tém relevancia para o entendimento da via de sinalizagao.
Obtido de: http://www.cellsignal.com/pathways/apoptosis-signaling.jsp  (acesso em
10.12.2010)

1.3.2.3 — Autofagia como mecanismo fisiolégico e supressor tumoral

O funcionamento normal de uma célula requer tanto a sintese de novas proteinas
quanto a degradagao de proteinas e organelas defeituosas e/ou de proteinas de vida

longa. A presencga de proteinas danificadas (mal-dobradas ou truncadas, principalmente),
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pode levar a agregagdo e acumulo das mesmas, causando o chamado Estresse do
Reticulo Endoplasmatico, que culmina com a liberagdo de calcio do reticulo para o
citoplasma. Este processo pode levar a injuria celular, com estresse metabdlico, acumulo
de radicais livres e de outros produtos intracelulares citotéxicos. Para degradacao protéica
todas as células eucaridticas possuem dois mecanismos principais: o sistema ubiquitina-
proteassomo e a autofagia. Assim, o processo autofagico exerce um papel bastante
importante na manutengao da homeostase celular fisiolégica, exercendo um papel de

controle de qualidade dos componentes celulares [165].

O processo fisiolégico no qual a autofagia tem maior importancia €, sem duvida,
o0 desenvolvimento embrionario, especialmente no periodo de transicdo de 6vulo para
embrido. Zue e col produziram camundongos mutantes para o gene fundamental para
autofagia beclina-1 (bec-1) e analisaram os efeitos desta mutacdo e da redugado dos
niveis de autofagia durante o desenvolvimento e a vida adulta dos animais. Enquanto
embrides selvagens ou heterozigotos para bec-1 apresentaram expressao elevada deste
gene em diversas regides, animais homozigotos para a mutagdo em bec-1 (bec-1")
apresentaram altera¢cdes durante o desenvolvimento, gerando embrides que sofreram
morte espontanea precoce no processo embriogénico [214]. Posteriormente, demonstrou-
se que o processo de fecundagédo do évulo pelo espermatozéide, em camundongos,
dispara um intenso processo autofagico na célula-ovo recém-formada, sendo fundamental
para manutengdo da Vviabilidade embrionaria principalmente no periodo pré-
implantacional. Da mesma maneira que para bec-1, a fecundagao de um évulo knock out
para atg5, outro gene fundamental para autofagia, por um espermatozoéide também knock
out para este gene gera embrides incapazes de se desenvolver e gerar um organismo
adulto [215-216]. Em camundongos, apds o0 nascimento, no periodo neonatal até o inicio
da amamentacdo, o neonato se adapta a condicao de privacdo de nutrientes através da
autofagia, que se mantém elevada de 3-12 h apdés do nascimento e retorna a niveis
basais 1 ou 2 dias apd6s o nascimento [217]. Uma vez que a autofagia € um processo
conservado evolutivamente, provavelmente um mecanismo fisiologico semelhante ocorra

em humanos.

Por outro lado, autofagia como um processo antitumoral endégeno vem sendo
demonstrado ha mais de uma década. Liang e col demonstraram, em 1999, a delegao
monoalélica de bec-1 em 40-75% dos tumores de mama e ovario humanos, sendo

expressa em niveis reduzidos em células de linhagens e em amostras primarias destes
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tumores, mas expressa em altos niveis no epitélio normal de mama. Ainda neste trabalho,
que pela primeira vez demonstrou claramente o papel indispensavel de bec-1 no processo
autofagico, a promocéao da autofagia em células da linhagem de cancer de mama humano
MCF7 inibiu a proliferacao celular e a clonogenicidade in vitro, bem como a tumorigénese

in vivo em camundongos nude [218-219].

Nesta mesma linha, no trabalho de Zue e col, camundongos heterozigotos (bec-
1*"), apesar de viaveis e de se mostrarem adultos saudaveis, passaram a apresentar o
desenvolvimento tumorigénico. Enquanto apenas 14,2% dos animais bec”* apresentaram
algum tumor na vida adulta, 59,2% dos animais bec* desenvolveram tumores
espontaneos, incluindo linfomas de célula B, linfomas linfoblasticos, carcinomas
hepatocelular e adenocarcinoma de pulmao. Além disso, tumores de animais bec* de
mostraram maiores e mais agressivos do que aqueles encontrados nos animais
homozigotos selvagens, apesar de continuarem apresentando expresséo de bec-1 a partir
do alelo selvagem [214]. Mathew e col, em outra abordagem, atribuem o efeito de
supressdao do crescimento tumoral pela autofagia a Ilimitagdo da instabilidade
cromossomal [220], enquanto outros atribuem a redugdo de possiveis mutagenos

presentes na célula [221].

1.3.2.4 — Autofagia como alternativa terapéutica em cancer

Em cancer, o papel dual da autofagia, podendo atuar tanto como um mecanismo
que favorece a sobrevivéncia celular em condicbes adversas, quanto como um processo

de morte celular (morte celular autofagica), fica bastante evidente [221].

Nas etapas iniciais do processo carcinogénico, quando a proliferacéo celular e a
formacao do microambiente tumoral tém papel fundamental, o processo autofagico parece
atuar como um mecanismo de supressdo tumoral, por reduzir proteinas e organelas
celulares (especialmente mitocdndrias, através da chamada mitofagia) e, assim, os
substratos estruturais e energéticos para a proliferagdo celular. Além disso, autofagia
poderia degradar toxinas e outros agentes citotdxicos intracelulares potencialmente
oncogénicos e, assim, atuar como um mecanismo quimiopreventivo. Por outro lado,
células de tumores solidos sofrem um estresse metabdlico ao longo do processo de

promog¢ao tumoral, uma vez que a taxa de proliferagao celular e do crescimento do
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volume da massa tumoral ndo é acompanhado pelo aumento relativo dos vasos
sanguineos que abastecem as células tumorais com nutrientes e oxigénio. Dessa
maneira, durante o processo de adaptagdo destas células, a autofagia tem um papel

fundamental de suprimento energético e manutencao da viabilidade destas células [221].

Durante o periodo de hipdxia total ou parcial pelo qual o tumor em
desenvolvimento passa, ocorre a liberagdo do fator de crescimento vascular endotelial
(VEGF) pelas células do microambiente tumoral, levando a formagdo de vasos
sanguineos na regiao tumoral. Assim, em um terceiro momento, quando o tumor sélido
formado ja possui um suprimento sanguineo proprio, a autofagia basal passa a ter um
papel secundario, enquanto a indugdo de niveis elevados de autofagia por meio de
drogas pré-autofagicas pode causar um desbalangco a favor da degradagcdo dos
componentes celulares, levando a diminuicdo da viabilidade celular, inibicdo da

proliferagao e, eventualmente, a morte autofagica destas células [221-222].

A inducao de autofagia vem sendo demonstrada para iniUmeros compostos e em
diversos tipos tumorais, como tamoxifeno, trioxido arsénico, rapamicina, litio e
carbamazepina [223]. Em GBM, a indugido de autofagia parece ser uma alternativa com
grande potencial terapéutico, j& que as células deste tipo tumoral se mostram mais
sensiveis a morte autofagica do que a apoptose [224]. Neste sentido, Kanzawa e col
demonstraram, em 2004, que a TMZ induz acumulo de células na fase G2/M do ciclo
celular e autofagia em células da linhagem de GBM humano U373 in vitro, e que esta
autofagia tem papel na toxicidade da TMZ. Por outro lado, a inibicado da autofagia induzida
pela TMZ dispara apoptose nas mesmas, com ativacdo de caspase-3 e permeabilizacao
da membrana mitocondrial, um processo bastante importante e ja descrito para
quimioterapicos em diversos tipos tumorais (este topico sera aprofundado na secao
1.3.2.5). Ainda neste aspecto, Milano e col demonstraram que dasatinib, um ATP-
mimético eficiente em tratar tumores resistentes a drogas, potencializou a indugéo de
autofagia por TMZ em células de GBM U251 e LN-18 in vitro, paralelamente a um
aumento da toxicidade do tratamento mas sem indu¢dao de morte apoptotica, sugerindo

que o tratamento combinado estaria induzindo morte autofagica nestas células [225].

A inducdo de autofagia pelo Rsv em células tumorais foi demonstrada pela
primeira vez em 2004, por Opipari e col, quando 0 mecanismo de agao do Rsv em células

de cancer de ovario foi caracterizado. Surpreendentemente, apesar de induzir liberagao
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de citocromo C e ativagdo de caspases, a analise morfologica ultraestrutural das células
tratadas com Rsv mostrou alteragdes morfolégicas tipicas de autofagia, mas ndo de
apoptose. Além disso, a superexpressao de duas proteinas antiapoptoticas classicas, Bcl-
2 e Bcl-x,, ndo reduziu a sensibilidade das células ao Rsv, suportando a hipétese de que
o Rsv atua nestas células através de um mecanismo nao-apoptético [140]. Recentemente,
a indugao de autofagia por Rsv em células de GBM foi demonstrada na linhagem de GBM
humano U251, paralelamente a indugdo de morte apoptética. Nestas células, porém, a
autofagia induzida por uma dose elevada de Rsv (150 puM) exerce um papel proé-
sobrevivéncia, mais do que citotdxico, ja que a inibicao da autofagia induzida pelo Rsv

sensibiliza as células U251 a morte e aumenta a eficiéncia do polifenol [137].

Se, por um lado, a morte celular apoptética € limitada em GBM e causa de
resisténcia em diversos tipos tumorais [226], por outro lado, o papel da autofagia e da
morte autofagica na resposta de pacientes com GBM vem sendo cada vez mais descrita e
caracterizada. Pacientes com tumores com alta expressao de bec-1 (ou seja, com alto
potencial autofagico) respondem melhor a quimioterapia com TMZ e apresentam uma
taxa de sobrevida maior do que pacientes com baixa expressdo da proteina [227]. Da
mesma maneira, entre os pacientes que apresentam o gene da metiltransferase MGMT
metilado (marcador de progndstico favoravel em GBM), a sobrevivéncia foi maior nos
casos com alta expressao de bec-1 [227]. Dessa forma, assim como MGMT, que
atualmente € o unico marcador prognodstico utilizado para casos de GBM [228], a
expressdo de beclina-1 apresenta grande potencial para ser utilizada como um marcador

de prognéstico aos pacientes com GBM.

A indugao de autofagia em tumores in vivo por agentes citotdxicos também vem
sendo descrita, em modelos animais de tipos tumorais distintos e, assim como descrito
acima, com resultados variados. Degenhardt e col, em um trabalho pioneiro utilizando um
modelo de tumor epitelial subcutaneo, caracterizaram a dinAmica da autofagia e seu papel
na tumorigénese. Através deste trabalho, foi demonstrado que regides internas de um
tumor sélido desenvolvem altos niveis de autofagia, até o recrutamento de novos vasos
sanguineos, e que esta autofagia favorece o desenvolvimento tumoral, restringindo a
necrose tumoral e a inflamacéao local. Por outro lado, o aumento da atividade de Akt inibe
a sobrevivéncia induzida pela autofagia em um contexto isquémico, e a inibicdo da
autofagia sensibiliza as células ao estresse metabdlico [229]. Recentemente, Lian e col

demonstraram que um composto natural BH3-mimético, (-)-Gossipol, ja em ensaios
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clinicos de fase Ill e que interage com o antiapoptotico Bcl-2, dispara preferencialmente
autofagia in vivo, em um modelo xenografico de cancer de prostata resistente a apoptose,
de maneira Atg5 e beclina-dependente, provavelmente por liberagcdo de Bcl-2 da interagao

com beclina-1 e consequiente ativacido desta proteina [230].

Neste sentido, uma classe de drogas que emergiu com maior potencial em GBM
foram os inibidores de mTOR, entre os quais destaca-se a rapamicina (Sirulimus) [231].
Rapamicina inibe a proteina mTOR no complexo com Raptor, envolvido na inibicao da
autofagia e, assim, dispara o desenvolvimento da autofagia nestas células. Em um ensaio
clinico de fase |, rapamicina reduziu a proliferagcdo tumoral de maneira dependente da
inibicdo de mTOR em pacientes com GBM deficiente do supressor tumoral PTEN [232].
Temsirolimus, outro inibidor de mTOR relacionado a rapamicina, induziu regressao
tumoral e aumento do tempo de progressdo médio em pacientes com GBM em estudo de
fase Il [233], confirmando o potencial da inibicdo de mTOR como alvo para terapia de
GBM. Inimeras outras abordagens utilizando tratamentos neoadjuvantes de rapamicina
com outros farmacos tém sido propostas, porém os ensaios clinicos ainda estdo em
andamento ou recrutando pacientes?®, de modo que em alguns anos o potencial da via da

mMTOR como alvo em GBM deve ser melhor estabelecido.

1.3.2.5 — Autofagia versus Apoptose? Nao! Autofagia e Apoptose

Os mecanismos de autofagia e apoptose apresentam caracteristicas bem
definidas tanto moleculares (a participagdo direta das proteinas Bcl-2 e caspases no
processo apoptotico versus a coordenagao da autofagia pela familia Atg de genes) quanto
morfologicas (blebbing da membrana, encolhimento celular e fragmentagdo nuclear na
apoptose versus a formagao de vacuolos autofagicos e o aumento da granulosidade
celular com fragmentacdo celular tardia na autofagia) (ver Quadro 2). Porém,
diferentemente do que se sugeria nos primeiros trabalhos de caracterizagao destes dois

mecanismos, descritos como eventos distintos e sem relagédo direta, cada vez mais tem

2 Alguns exemplos do site www.clinicaltrials.gov, acessado em 21.11.10.

- Erlotinib and Sirolimus in Treating Patients With Recurrent Malignant Glioma.

- Sorafenib Combined With Erlotinib, Tipifarnib, or Temsirolimus in Treating Patients With Recurrent
Glioblastoma Multiforme or Gliosarcoma.

- Radiation Therapy and Temsirolimus or Temozolomide in Treating Patients With Newly Diagnosed
Glioblastoma.

- Sorafenib and Temsirolimus in Treating Patients With Recurrent Glioblastoma.
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sido mostrado que apoptose e autofagia estdo intimamente ligados por vias de sinalizagao
compartilhadas e pela modulagao reciproca de componentes especificos de uma resposta

sobre componentes da outra.

No que se refere a relagdo entre os mecanismos de morte, o evento mais
descrito é o disparo da apoptose apds inibicdo da autofagia, a qual, neste contexto, atua
como um mecanismo antiapoptético, tanto in vitro quanto in vivo. Boya e col
demonstraram o disparo de apoptose apés inibicado de autofagia em células HelLa (cancer
cervical) em um contexto de privagado de nutrientes, no qual a autofagia € sabidamente
citoprotetora [234]. Posteriormente, Yousefi e col descreveram um primeiro modelo de
mecanismo molecular que dirigia essa interagdo entre os mecanismos: utilizando
eosinodfilos e basofilos primarios, além de neutréfilos primarios imaturos, os autores
demonstraram, inicialmente, que a superexpressao do gene fundamental para a autofagia
Atg5 nestas células sensibilizava a morte celular induzida por agentes citotoxicos, tanto in
vitro quanto in vivo. Por outro lado, os mesmos autores demonstraram que a inibicao da
autofagia induzida por estes compostos dispara apoptose nestas células, evento mediado
pela clivagem da proteina Atg5 pela enzima calpaina, independentemente do tipo celular,
sugerindo que a autofagia induzida nestas células seja citoprotetora e que Atg5 sensibilize
estas células a morte por um mecanismo independente da autofagia [235].
Posteriormente, o processo de disparo da morte apoptdotica apos inibicdo da autofagia foi
demonstrado in vivo, em um modelo de linfoma resistente a apoptose induzido por
superexpressdo do oncogene c-Myc. Neste trabalho foi demonstrado, a semelhanga dos
estudos in vitro, que a inibicdo de Atg5 e da autofagia nas células tumorais sensibilizou as
células a morte induzida por ativagdo de p53 ou agentes alquilantes de DNA. Neste
sentido, no modelo tumoral utilizado a autofagia induzida pelas intervengdes citotdxicas

estaria atuando como um mecanismo citoprotetor [236].

Outras moléculas-chave que participam e modulam ambos os processos séo as
proteinas antiapoptoéticas Bcl-2 e Bcl-x,, como descrito na secdo 1.3.2.2. Brevemente,
estas duas proteinas sao antiapoptoticas e inibem autofagia por “seqliestrar” a proteina
beclina-1. A reducao dos niveis destas proteinas ligadoras de beclina com a utilizagéo de
BH3 miméticos induz autofagia por esses compostos se ligarem competitivamente a
essas duas proteinas e perturbar a ligagdo das mesmas com beclina-1, que fica “livre”

para formar o complexo com p150 e PI3k-Ill e disparar autofagia [237].
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Finalmente, em um terceiro evento, envolvendo morte necrética, a inibicdo da
autofagia induzida por isquemia através da superexpressdo de Akt em células de tumor
epitelial deficientes para apoptose (deficientes em Bax/Bak) disparou necrose nestas
células. Porém, a morte necrotica foi menos eficiente do que os outros tipos de morte
celular, ndo impedindo o desenvolvimento tumoral e, ainda, levando a reacgéao inflamatéria
[229]. A resposta inflamatéria que leva a necrose ativada por oncogenes em tumores,
neste sentido, ndo atua como um mecanismo antitumoral, mas sim como um fator de pior
prognostico, uma vez que estimula a proliferagao celular e a angiogénese em fungao dos

fatores (citocinas e quimiocinas) liberados pela resposta inflamatoria [238].

1.3.3-CICLO CELULAR
1.3.3.1 — Conceito

O ciclo celular consiste em uma série de 4 etapas principais finamente
coordenadas pela expressédo, ativagdo e interagado protéica que tem como objetivo a
duplicagéo celular viavel. Em células com nucleo definido (eucariotos), o ciclo celular pode
ser divido em dois periodos definidos: o periodo de interfase, durante o qual a célula
cresce e acumula nutrientes necessarios para a mitose e divide o seu material genético; e
o periodo da mitose (fase M) propriamente dita, durante a qual ocorre a segregagao do
material genético duplicado para os poélos celulares, seguido da divisdo da célula

(citocinese) em duas células-filhas idénticas [239].

Os periodos de interfase e mitose apresentam diferentes “subfases” bem
definidas. A interfase é dividida em 3 fases principais, chamadas G1 (Gap 1), S (de
sintese do DNA) e G2 (Gap 2), além de um estagio na qual a célula se mantém
metabolicamente ativa mas interrompe seu crescimento e prosseguimento ao longo do
ciclo, permanecendo em um estado de quiescéncia celular. Este estagio € chamado de
GO (“G zero”). Durante a fase G1, a célula aumenta de tamanho e sintetiza as proteinas
necessarias para a sintese de DNA, que ocorre na fase seguinte, a fase S. A passagem
da fase G1 para a fase S requer a “aprovagao” por proteinas de checagem, as quais
avaliam o tamanho celular e o ambiente celular, no chamado ponto de checagem de G1.
Durante a fase S ocorre a duplicagao do DNA celular. No final da fase S, recentemente foi
descrito um primeiro ponto de checagem do processo de replicagdo do DNA, que vem
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sendo caracterizado e parece ter um papel importante no prosseguimento do ciclo celular
[240]. Apds a duplicagdo do DNA a célula entra na fase G2, durante a qual ocorre
crescimento celular, sintese protéica e duplicagdo das organelas celulares. Ao final da
fase G2 da interfase também ocorre um ponto de checagem (ponto de checagem de G2),
para verificacdo da qualidade de duplicacdo do DNA ocorrida na fase S, além da

avaliacdo das condigdes celulares para a etapa da mitose [241-242].

Por outro lado, a mitose (fase M), que corresponde a um periodo de tempo curto
em relagdo a um ciclo celular completo, é dividida em 4 etapas principais: profase,
metafase, anafase e teléfase. Durante a fase M a célula interrompe seu crescimento e a
energia celular é focada no processo de divisdo da célula nas duas células-filhas. Antes
de ocorrer mitose propriamente dita (ou seja, a divisdo nuclear de fato) existe um ultimo
ponto de checagem (ponto de checagem de M), para avaliar a qualidade da duplicagdo do
DNA e se os cromossomos estdo todos ligados, através dos cinetdcoros, aos
microtubulos que dirigem a segregacédo do material genético. Uma vez que a sinalizagéao
celular seja positiva, a célula divide seus dois lotes cromossdmicos e prossegue para a
ultima etapa do ciclo celular que é a citocinese, quando ocorre a formagao de um anel
contratil na regido central da célula, seguindo da constricdo do mesmo e a divisdo da
célula [241-243].

1.3.3.2 — Mecanismos moleculares de controle do Ciclo Celular

As proteinas de controle do ciclo celular podem ser discriminadas em 3 grupos
principais: (a) ciclinas; (b) cinases dependentes de ciclinas (ou CDKSs); (c) e os inibidores
de CDKs.

As ciclinas sédo proteinas que sofrem turnover (neste caso correspondentes a
ciclos de expressao e degradacao via proteassomo) especificos de acordo com a fase do
ciclo celular em que a célula se encontra. Esta variacdo controlada é critica para a
dindmica unidirecional normal do ciclo celular, através da associacido das ciclinas com a
CDK relacionada e aumento dos niveis dos complexos ciclina/CDK nucleares [244].
Assim, a formagao de um complexo ciclina-CDK especifico de cada fase ativa a proteina
CDK, que fosforila alvos-chave e permite a passagem de uma fase para fase seguinte
(Figura 7). Porém, a idéia classica de que o aspecto mais importante no controle do ciclo
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celular pelos complexos ciclina-CDK seriam os alvos fosforilados cada vez mais parece
superficial. Atualmente, a surpreendente redundancia entre ciclinas A, B e E e Cdc2 e
CDK2 tem mostrado que “quando” e “onde” as ciclinas sdo expressas parecem ser

aspectos importantes na modulagao da atividade destas proteinas [245].

Figura 7 — Esquema simplificado dos complexos ciclina/CDK que
coordenam o ciclo celular unidirecional. Obtido de: http://www-
bcf.usc.edu/~forsburg/cclecture.html (acesso em 25.11.2010)

Durante a fase G1, ocorre acumulo de ciclina D1, que se associa com as CDKs
4/6. O aumento dos niveis do complexo ciclina D-CDK4/6 sinaliza positivamente para a
passagem pelo ponto de controle de G1 pelo sequestro do inibidor de CDKs p27 e pela
fosforilagdo da proteina pRb, que se desliga de E2F e permite que este dispare a
transcricdo de inumeras proteinas envolvidas nas fases seguintes do ciclo celular,
especialmente as ciclinas E e A, Cdc2 (ou CDK1) e c-Myc. Ao mesmo tempo, ciclina D1 é
ubiquitinada e sofre degradagao, para direcionar o ciclo celular para a fase seguinte [246].
4ARF’ p15INK4b, p16INK4a

envolvidos em parada no ciclo celular, senescéncia e outros mecanismos [247].

8INK4C,

Entre os inibidores de CDK 4/6, destacam-se p1 e p1

O complexo seguinte a ser formado é Ciclina E-CDK2, que direciona a passagem
da fase G1 para a fase de sintese de DNA (fase S) através da fosforilagdo de pRb em um
sitio diferente de S780 [248]. Neste aspecto, € importante a proteina c-Myc traduzida na
fase tardia de G1, uma vez que c-Myc inibe a atividade de p21 e p27, dois inibidores de
CDK2. Outro inibidor de p27 é Akt, apos estimulacdo com fatores de crescimento que leva

a proliferagdo celular. Assim, nestes contextos citados acima p21 e p27 sao inibidos,
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CDK2 passa a ficar disponivel e ciclina E interage com a mesma, induzindo a transcri¢cao
de genes fundamentais para a sintese de DNA [83, 249]. O complexo ciclina E-CDK2 se
mantém durante o inicio da fase S, seguido da ubiquitinagdo e degradacao de ciclina E e
aumento dos niveis de ciclina A, formando o complexo ciclina A-CDK2, que controla a
ativacédo de genes para a sintese completa do DNA. Uma vez que todo o DNA tenha sido
replicado a célula entra na fase G2 do ciclo celular, onde ocorre o aumento dos niveis de

ciclina B e formagao, ao final desta fase, do complexo ciclina B-Cdc2 [250-251].

A sinalizag&o positiva no ponto de checagem de G2 é guiada pela Cdc2. Esta
cinase é modulada ndo apenas pela ligagédo de sua ciclina correspondente - ciclina B -,
mas também pela fosforilagdo da Thr161 e defosforilagdo de Thr14/Tyr15. Assim, uma
vez que estes eventos tenham ocorrido e o complexo ciclina B-Cdc2 se torne ativado, a
célula entra na fase M. Neste aspecto, a fosforilacdo de ciclina B no nucleo é requerida
para que haja a defosforilagcdo de Cdc2 em Tyr15, pela fosfatase Cdc25C, a qual é
bloqueada por cinases de ponto de checagem (Chk1/2) quando da presenga de dano ao
DNA ou DNA nao replicado, evitando que células com dano prossigam para a fase M. Da
mesma maneira, outras sinalizagbes de dano ao DNA agem neste ponto do ciclo,
bloqueando a ativacdo do complexo ciclina B-Cdc2, principalmente via p53 (que ativa
repressores de Cdc2, como GADD45 e p21, além de 14-3-3c, que sequestra Cdc2 no
citoplasma) e os repressores Wee-1 e Myt-1, as cinases que fosforilam Cdc2 em Tyr705
[252]. Uma vez que a célula tenha entrado na fase M, ha um ultimo ponto de checagem
de avaliagdo do alinhamento cromossomal e ligagdo ao fuso mitético. A sinalizagao
positiva de ligagdo dos microtibulos nos cinetocoros cromossomais e do alinhamento
cromossomal dispara a mitose, € o ciclo celular € completado com a divisdo da célula-
mae em duas células filhas idénticas. Proteinas da familia Aurora regulam a entrada na
fase M e séo as principais responsaveis pela montagem do fuso mitético e segregacao de
cromossomos juntamente com proteinas da familia Polo-like (cujo principal representante
é PLK1), que participam da ativacédo de ciclina B-Cdc2 na entrada da mitose, maturagao
do centrossomo, montagem do fuso e citocinese. Tais proteinas se mostram alteradas em
diversos tipos tumorais, como carcinoma de mama, de figado, estdbmago e pulméao [253-
254].
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1.3.3.3 - O papel do ciclo celular na carcinogénese e como potencial alvo

terapéutico

A proliferagao descontrolada é uma caracteristica tipica de canceres, e células
tumorais frequentemente sofrem mutagdes em proteinas de controle do ciclo celular [255].
Ciclina D1 se apresenta superexpressa em leucemias, linfomas e mielomas multiplos,
cancer de célon retal, de estémago, de pulmao, de rim e de mama, como resultado de
amplificagdo, rearranjo ou translocagdo génica [256]. Ativagdo aberrante de Cdc2 tem
sido observada em inumeros tumores primarios, como de mama, de colon, préstata, oral,
pulmao e esofagico. CDK2, por sua vez, apresenta-se alterada em carcinoma de pulmao,
melanoma, osteossarcoma e carcinoma de ovario, principalmente por alteragdes de seus
inibidores [257]. Em GBMs, 77% dos casos apresentam alguma deficiéncia na via da pRb,
por amplificacdo de CDK4 (18%), mutacdes homozigotas em genes de inibidores de
CDKs, como no lécus CDKN2A (50%), além da propria delecao de pRb em homozigose
(11%). Neste sentido, além de GBM, a funcdo anormal de genes reguladores do ciclo
celular tem sido associada a maior malignidade tumoral e menor taxa de resposta a
quimioterapia, como em leucemias [258], osteosarcomas [259], entre outros. Diversos
ensaios clinicos tém abordado, como potenciais alvos na oncoterapia, CDKs e outras
proteinas envolvidas principalmente na inativacdo de pRb, replicacdo do DNA, duplicacao
do centrossomo, condensagao do cromossomo, montagem do fuso mitético e citocinese
[260].

Nos dultimos 20 anos, inibidores para todas as CDKs descritas foram
desenvolvidos pela industria farmacéutica, para serem usados tanto como terapia primaria
quanto em associagdo com quimioterapicos ja utilizados em clinica. Os estudos mais
avancados, em fase clinica | e Il, ttm como alvos multiplas cinases, com alguns
compostos como Flavopiridol® (farmacéutica Sanofi—Aventis), Indisulam® (Eisai), P276-00
(Nicholas Piramal) e Roscovitina® (Cyclacel), mostrando resultados satisfatérios em
cancer de mama, carcinoma pulmonar de ndo pequenas células, leucemias agudas,

cancer de cabeca e pescoco, melanomas e linfomas [261].

Além das CDKs, tem destaque outros trés grupos de proteinas envolvidas no
controle do ciclo celular como potencial alvo molecular em cancer: proteinas de ponto de
checagem 1 e 2 (Chk1/2), proteinas da familia Aurora e proteinas Polo-like [261]. Outros

alvos centrais na modulagdo do ciclo celular também vém sendo explorados, como
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Cdc25A, para qual mais de 40 analogos foram descritos, muitos dos quais apresentaram
efeito bastante satisfatério em modelos animais e seguem sendo testados em ensaios
clinicos [262]. Apesar do sucesso em ensaios in vitro e em modelos in vivo, nenhum
destes compostos foi aprovado para uso clinico ainda, quadro que deve se alterar nos

préximos anos com 0s avangos na area da terapia molecular dirigida em cancer.

1.3.3.4 — Ciclo Celular e Catastrofe Mitotica (CM)

A consequiéncia de um ciclo celular bem controlado e sem erros em nenhuma
das etapas é a geragéo de duas células filhas idénticas e saudaveis. Porém, uma célula
pode sofrer um dano ao DNA, ou durante o processo de replicagdo ou pela presenga de
algum agente externo (radiagdo UV, agentes citotdxicos, espécies reativas de oxigénio),
mas nao conseguir reparar tal dano, seja pelo fato de ser muito intenso ou por apresentar
alteragdes em mecanismos de reparo de DNA. Se uma célula é forgada a prosseguir no
ciclo celular e/ou ndo sofre morte apoptotica (especialmente se a célula for resistente a
apoptose, como as células de GBMs) em presenga de dano ao DNA ou, ainda, em
decorréncia de dano em qualquer componente de montagem da maquinaria mitética, o
arranjo e a segregagado cromossémicos tendem a ser defeituosos na fase M, gerando
aberragbes cromossémicas, divisbes assimétricas, fragmentagdo nuclear, formagao de
micronucleos, aneuploidia e/ou poliploidia celular. Todas estas caracteristicas séo tipicas

de um processo chamado catastrofe mitética (CM) [263].

Nao se sabe, ainda, se catastrofe mitdtica € um mecanismo de morte celular de
fato, ou se as alteracbes morfométricas nucleares sinalizam para a célula disparar um
processo de morte celular programada. Por outro lado, uma célula que contém dano
excessivo no material genético e se mantém parada na fase G2 do ciclo celular tende a
sofrer morte apoptética, de modo que o disparo de CM neste contexto poderia permitir a
célula tumoral sobreviver como uma célula polipléide ou com alguma fragmentagao
nuclear nao letal. Neste sentido, ha 4 conceitos acerca da relacdo da catastrofe mitética
com cancer (Figura 8): i) CM atuando como um mecanismo de morte celular que ocorre
durante ou ap6s uma mitose aberrante; ii) CM como um tipo especial de apoptose, ja que
em alguns casos ha ativagao de caspase 2 (cujo mecanismo na apoptose €& pouco
conhecido), seguido da ativacdo de caspases efetoras, condensagdo da cromatina e

caracteristicas morfolégicas de apoptose; iii) CM como um estagio anterior da apoptose
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ou necrose; iv) e, finalmente, CM como um processo de sobrevivéncia tumoral pelo desvio
da apoptose. E inegavel, porém, que os dados apontam para CM como um mecanismo

citotoxico para as células [264].

MC as a mechanism of cell death | MC as a special example of MC as a swvival mechanism | MC as a prestage necrosls or apoptosis

occurring during or after aberrant apoptosis of tumors
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Figura 8 — Conceitos de catastrofe mitética. Diferentes definigbes do papel da catastrofe
mitética como um mecanismo de morte celular tém sido descritos, bem como mecanismo de
sobrevivéncia celular. Diferentes dados apontam para diferentes papéis deste processo
dependendo do contexto celular, do tipo de célula e do agente ao qual a célula é exposta.
Modificado de Death through a tragedy: mitotic catastrophe [264].

O controle do ponto de checagem de dano ao DNA é executado principalmente
pela via das proteinas ATM-ATR. Uma vez ativadas pelo complexo protéico sensor de
dano ao DNA MRN (Mre11, Rad51, NBS1), estas proteinas disparam uma sinalizagéo de
parada do ciclo celular que tem como principais mediadores p53, Cdc25C e Chk1
(regulando predominantemente o ponto de checagem em G1) e Cdc25C e Chk2 (atuando
predominantemente nos ponto de checagem de S e G2). Um dos primeiros trabalhos
demonstrando uma potencial aplicagdo da indugdo de catastrofe mitética como
mecanismo antitumoral foi exatamente em GBM. Hirose e col demonstraram, em 2001,
que a supressao da parada no ciclo celular induzida por TMZ, através do uso de um
inibidor de Chk1, UCN-01, aumenta a toxicidade da TMZ em células de GBM in vitro,
induzindo alteragbes tipicas de catastrofe mitética [46]. Posteriormente, outros agentes
indutores foram sendo descritos como indutores de catastrofe mitdtica em células
tumorais, incluindo algumas abordagens de uso clinico classico como radiagéo ionizante,

indutores de dano ao DNA (cisplatina e doxorubicina), inibidores de ponto de checagem e
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prolongadores da parada no ciclo celular, e inibidores da formagao e do funcionamento do
fuso mitdtico (como taxanos e alacaldides da vinca — inibidores do funcionamento
adequado de microtubulos; e inibidores de cinases do fuso, como PLK1) [264]. Eom e col
demonstraram que o mecanismo de agdo da doxorubicina em células de carcinoma
hepatocelular varia de acordo com a dose: altas doses induzem apoptose, enquanto
baixas doses induzem catastrofe mitética acompanhada pelo desenvolvimento de um
fendtipo senescente [265]. Como GBMs sao tumores resistentes a apoptose, a indugao de
outros mecanismos de morte celular como a catastrofe mitética apresenta potencial

clinico a ser considerado.

A inducdo de catastrofe mitética em células de GBM apresenta-se atualmente
como uma das mais promissoras abordagens. Iniameros trabalhos vém mostrando a
inducdo deste mecanismo de morte celular por radiagdo [266], TMZ (e a combinagao
destes dois agentes, em um efeito citotéxico potencializado) [267], inibidores do pontos de
controle de G2/M do ciclo celular [46], entre outros. A inducdo de catastrofe mitotica
parece ser um mecanismo de morte mais eficiente do que outros, em GBM, por isso os
estudos dos mecanismos moleculares, bem como o desenvolvimento de compostos ou

combinagdes de drogas indutoras deste mecanismo é fundamental.
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2. OBJETIVOS
2.1 — Objetivo Geral

Avaliar o papel da autofagia no mecanismo de acdo do Rsv, bem como o
mecanismo de agao do co-tratamento de Rsv com TMZ em células de linhagens
de GBM humano.

2.2. Objetivos Especificos

- Avaliar o desenvolvimento dos mecanismos de bloqueio da proliferacdo e morte

celular pelo Rsv, como necrose, apoptose, ciclo celular e autofagia (Capitulo 1).

- Elucidar o papel da autofagia na toxicidade do Rsv e seu papel na modulagao de

mecanismos de proliferagdo e morte celular (Capitulo 1).

- Avaliar os mecanismos de bloqueio de proliferacdo e morte celular induzidos pelo
co-tratamento de Rsv e TMZ, como necrose, apoptose, ciclo celular, catastrofe

mitotica e autofagia (Capitulo 2)

- Avaliar as alteracbes moleculares induzidas pelo Rsv e pelo co-tratamento
Rsv+TMZ que dirigem o efeito destes tratamentos em células de GBM (Capitulos 1
e 2).
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3. CAPITULO | - Autophagy Interplay with Apoptosis and Cell Cycle Regulation in
the Growth Inhibiting Effect of Resveratrol in Glioma Cells
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ABSTRACT

Prognosis of patients with glioblastoma (GBM) remains very poor, thus making the
development of new drugs urgent. Resveratrol (Rsv) is a natural compound that has
several beneficial effects such as neuroprotection, but that is cytotoxic for several GBM
cell lines. Here we evaluated the mechanism of action of Rsv on human GBM cell lines,
focusing on the role of autophagy and its crosstalk with apoptosis and cell cycle. Glioma
cells were treated with Rsv, followed by assays of autophagy (LC3-GFP and acridine
orange), apoptosis (annexin V), necrosis (Pl incorporation), cell cycle distribution (flow
cytometry) and phosphorylation or expression levels of key players of these processes by
western blottings. Rsv induced the formation of autophagosomes but not apoptosis or
necrosis in three GBM cell lines U87, U251 and U138, accompanied by an upregulation of
autophagy proteins Atg5, beclin-1 and LC3-I1. Inhibition of Rsv-induced autophagy triggers
apoptosis in U87 cells, with an increase of the proapoptotic protein Bax and cleavage of
caspase-3. While inhibition of apoptosis or autophagy alone did not revert Rsv-induced
toxicity, inhibition of both processes blocked this toxicity. Rsv also induced a S-G2/M
phase arrest, which was accompanied by an increase on levels of pCdc2(Y15), cyclin A, E
and B, and pRb (S807/811) and a decrease of cyclin D1. Interestingly, this arrest was
dependent on the induction of autophagy, since inhibition of Rsv-induced autophagy
abolishes cell cycle arrest and returns the phosphorylation of pCdc2(Y15) and
pRb(S807/811), and levels of cyclin A, and B to control levels. Rsv-induced autophagy
plays an important role in inducing cell cycle arrest and has a negative effect on apoptosis.
This crosstalk among autophagy, cell cycle and apoptosis has to be considered in tailoring
pharmacological interventions aimed to reduce glioma growth using componds with

multiple cellular targets such as Rsv.
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BACKGROUND

Glioblastoma (GBM) are the most common primary brain tumors, with a worldwide
annual incidence of around 7 cases per 100,000 individuals [1]. More than 20,000 cases
are diagnosed every year only in USA and gliomas have a disproportionately high mortality
rate of more than 70 % of cases in two years after diagnosis (www.cancer.org;
http://www.cbtrus.org) [1]. Among the primary brain tumors, GBM, classified as grade IV
by World Health Organization, is the most frequent and biologically aggressive type,
corresponding to around 65 % of cases [1,2]. The high malignancy of GBM is due to their
intense cell proliferation, diffuse infiltration, high resistance to apoptosis [1] and robust
angiogenesis, in which cells from the tumor form part of the endothelium possibly due to
reprogramming [3,4,5]. The primary therapy for GBM consists in surgery followed by radio
and chemotherapy with temozolomide (TMZ), which is in clinical use since 2005 [6,7,8,9].
Despite this multimodal approach, the prognosis has only slightly improved [1].

Among the potential alternatives that have emerged for treating GBM are some
natural products which present high antitumoral efficiency without some of the harmful side
effects of conventional chemotherapies. Resveratrol (Rsv) (3,4,5-trihydroxy-trans-stilbene)
is a polyphenolic phytoalexin widely present in plants and enriched in red wine, peanuts
and other sources [10,11] . This compound exerts beneficial functions in normal cells both
in vitro and in vivo, by inducing mitochondrial biogenesis [12] and neuroprotection in
adverse conditions, such as oxygen-glucose deprivation [13] and traumatic brain injury
[14]. On the other hand, it is cytotoxic for the majority of malignant cells, blocking the three
major stages of carcinogenesis (i.e initiation, promoting and progression) [14] in several
types of cancer cells and models, like breast [15], colon [16], melanoma [17], uterine [18],
lung [19] and leukemia cells [20]. Rsv exerts its toxicity through modulation of several
pathways and induction of different mechanisms of cell death and growth inhibition [21,22].
It induces apoptosis in colon cancer cells [23], necrosis in prostate carcinoma cells [24],
growth arrest in myeloma cells [25] and autophagocitosis in ovarian cancer cells [26]. In
gliomas, Rsv induces signs of necrosis, apoptosis and senescence in C6 (rat) cells [27],
apoptosis in U251 and U87 (human) cells in high doses [28,29] and autophagy in U251
cells [29]. In C6 , U138 (human) and GL261 (mouse) glioma cells lines, we have
previously shown that Rsv inhibits cells growth, through mechanisms that involve, but are

not restricted to, apoptosis and senescence [27].
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Growth inhibition and induction of cell death are among the majors objectives of
anti-cancer therapeutics [30]. Some types of cancers, including gliomas, frequently
develop resistance to apoptotic cell death, so that the development of drugs that induce
multiple mechanisms of cell death like autophagic cell death, senescence and mitotic
catastrophe has been increasingly explored [30,31]. Autophagy is a genetically
programmed, evolutionarily conserved process coordinated by a family of genes, called
Atg, that lead to the degradation of organelles and proteins. It involves the formation of
double-membrane vesicles, containing cellular components, that merge to lisosomes,
forming the autophagolisosome, where the components are degraded and the products
generated are reused by the cell [32,33]. In this view, autophagy acts as a prosurvival
mechanism, mainly in adverse conditions such as nutrient and oxygen deprivation.
However, this process has a clear self-limiting character and may lead to autophagic cell
death (or programmed cell death type IlI) when at high levels or duration [34].

In cancer, it has been shown that autophagy may be an important anti-cancer
mechanism in vivo since the expression level of beclin-1, a fundamental gene for
autophagy, is inversely correlated with the malignancy of brain tumors [35] and is directly
correlated with survival [36]. Moreover, autophagy is induced by efficient physical and
chemical anti-cancer treatments in gliomas, like temozolomide (TMZ), rapamycin, y
radiation, oncolytic adenoviruses and others [26,37,38,39,40,41]. Moreover, it was shown
that GBM cells are more sensitive to agents that induce autophagy than apoptosis, like
TMZ [38,42], and autophagic structures were found in gliomas in vivo after treatments [43].
Increasingly, the understanding of the complexity of the relationship between apoptotic cell
death and autophagy (and others mechanisms of cell death and growth inhibition) in
cancer is required for the understanding of how to tip the balance between tumor survival
and death [44].

Here we evaluated the actions of Rsv in gliomas cells, focusing on the role of
autophagy and their interaction with the cell cycle regulation and apoptosis. We showed
that Rsv induced autophagy and S-G2/M cell cycle arrest, but not necrosis or apoptotic cell
death, in human GBM cells. Inhibition of Rsv-induced autophagy in U87 cells caused
apoptotic cell death and, more interestingly, inhibited cell cycle arrest induced by Rsv,
suggesting that, despite not being directly involved in the inhibition of cell growth by Rsyv,
autophagy plays an indirect, but fundamental, role in mediating the effects of Rsv in
GBMs.
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MATERIAL AND METHODS

Reagents

TMZ, Rsv, the inhibitor of phosphatidylinositol 3 kinase (PI3k) class Il 3-methyladenine
(3MA) and the fluorescent dye Acridine Orange (AQO) were purchased from Sigma-Aldrich
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). TMZ and Rsv were dissolved in dimethyl sulfoxide
(DMSO, Acros Organics, NJ, USA). 3MA and AO were dissolved in water. Anti-Atg5, anti-
Beclin1, anti-LC3, anti-phospho-Akt(Ser473), anti-Akt, anti-Bax, anti-cyclin D1, anti-cyclin
A, anti-phospho Rb (S807/811) and anti-phospho-cdc2(Tyr15) were purchased from Cell
Signaling Technology (Danvers, MA, USA). Anti-phospho-p70S6k, anti-cyclin B, anti-cyclin
E and anti-caspase-3 were purchased from Santa Cruz Biotechnology, Inc (Santa Cruz,
CA, USA). The pancaspase inhibitor zAsp-CH2-DCB (zAsp) (Peptide Institute, Tokyo,
Japan), was gently provided by Dr. Fabiana Horn (UFRGS) and dissolved in DMSO.

Cell Culture and treatments

Human GBM cell lines U-87 MG, U-251 MG and U-138 MG (described only as U87, U251
and U138, respectively) were obtained from American Tissue Culture Collection (ATCC,
Rockville, MD). All culture materials were purchased from Gibco Laboratories (Grand
Island, NY, USA). Cells were cultured in DMEM low glucose supplemented with 10 % fetal
bovine serum (FBS), 1 % penicillin/streptomycin and 0.1 % anphoterecin B at 37 °C and
5% CO; in a humidified incubator. The inhibitors zAsp (100 pyM) and 3-MA (2 mM),
respectively, were added 1 h before the treatments with Rsv. DMSO or water was added
to the controls and did not exceed 0.5 % (v/v).

Cell counting and propidium iodide (PI) staining

Cells were counted in a hemocytometer and cell viability was analyzed by incorporation of
Pl assay. To this end, U87 cells were seeded at 2 x 10* cells per well in 24-well plates,
treated for 48 h, followed by cell counting. Number of cells is given as average + SEM
(standard error of de mean) in absolute number of cells or in relation to control, considered
100 %, as indicated. For PI staining, treated cells were incubated with Pl (6 uM) for 30
min and images were obtained using a Carl Zeiss Inverted Fluorescence Microscope (Carl
Zeiss, Jena, Germany) with a rhodamine filter. The number of positively marked cells of at
least 150 cells was determined in relation to the number of total cells, using the Image J
software (NIH Image, Rockville, MD, USA).
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Analysis of autophagosome formation by LC3-GFP protein

Microtubule-associated protein 1 light chain 3 (MAP1-LC3 or only LC3) is a mammalian
homologue of yeast Atg8p that translocates to the autophagosome membranes after
lipidation [45]. U87 cells were transfected with the expression vector pRGFP-LC3, kindly
provided by Dr. Tamotsu Yoshimori, using Lipofectamine 2000®° according the
manufacturer’s instructions (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Transfected cells were
treated with Rsv as indicated, followed by counting of at least 100 green cells per well
[46,47] and, among them, the percentage of cells that had at least 5 clear green dots in the

cytosol.

Visualization and quantification of acidic vacuolar organelles (AVOs) by AO staining
AO is a marker of AVOs that fluoresces green in the whole cell except in acidic
compartments (mainly late autophagosomes), where it fluoresces red. Development of
AVOs is a typical feature of autophagy, and characterizes the maturation of
autophagosomes and an efficient autophagic process, since only mature/late
autophagosomes are acidic [48]. Cells were plated at 2 x 10* cells per well in a 24-wells
plate, followed by treatments with Rsv and 3MA for indicated times. After this, cells were
incubated with AO (2.7 pM) for 15 min at room temperature, followed by visualization in a
fluorescence microscope. Images were analyzed using Image J software. To quantify the
percentage of cells with AVOs (red marked cells), treated cells were marked with AO,
removed from the plate and analyzed by flow cytometry, as described previously [47] using
a GUAVA flow cytometer and GUAVA software (Millipore, Billerica, MA).

Annexin-V staining

Apoptosis induction was quantified by Annexin V-FLUOS Apoptosis Kit (Roche, Germany)
according to manufacturer’s instructions. Briefly, U87 cells were plated at 2 x 10* cells per
well in a 24-wells plate, followed by treatments as indicated. After this, cells were
harvested and incubated with a solution containing 6 uM of Pl and Annexin for 30 min, as
indicated by the manufacturer, followed by flow cytometry. Cisplatin 16.6 uM for 24 h was
used as a positive control of induction of apoptosis [49].

79



Cell cycle analysis

For cell cycle analysis, cells were plated at 2 x 10* cells per well in a 24-wells plate,
followed by treatments as indicated. After treatments, cells were harvested and fixed in
cold ethanol 70 % (v/v in PBS) for at least 2 h. Fixed cells were washed with PBS and
marked with a solution containing Pl 6 uM, Triton X-100 and RNAse for 30 min, in the
dark, at room temperature. Marked cells were analyzed using a flow cytometer GUAVA
and GUAVA Cytosoft.

Western Blot Analysis

Analysis of protein expression and phosphorylation was performed as described
previously with minor modifications [13]. Briefly, cells were lysed, protein were quantified
by Peterson, with modifications [50] and the same amount of proteins (40 pg) was
separated by SDS-PAGE, electroblotted onto a PVDF membrane (Amersham Pharmacia
Biotech, Piscataway, NJ, USA), followed by membrane blocking in 5 % skimmed
milk/TBST for one hour. Next, membranes were probed with the primary antibody for Atg5
(1:500), beclin-1 (1:1000), LC3 (1:500), phospho-Akt (pAkt Ser473) (1:1000), Akt (1:1000),
Bax (1:1000), cyclin D1 (1:1000), cyclin A (1:500), phospho-Rb (S807/811) (1:1000),
phospho-Cdc2 (Tyr15) (1:1000), phospho-p70S6k (1:1000), cyclin B (1:250), cyclin E
(1:500) and caspase-3 (1:1000) for 1 h at room temperature. Primary antibody was
detected incubating with appropriate horseradish peroxidase (HRP) conjugated-secondary
antibody (1:2000; Cell Signaling) for 2 h, using ECL and X-ray fiims (Kodak X-Omat,
Rochester, NY, USA). Optical density of the bands was obtained using Bio-Rad software
(Quantity One; Hercules, CA).

Statistical Analysis
All experiments were done at least three times independently and in triplicate. Statistical
analysis was conducted by ANOVA followed by SNK (Student Newmans Keuls) post-hoc

test to multiple comparisons. ‘p’ value under 0.05 was considered significant.
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RESULTS

Rsv induces autophagosome formation in U87 glioma cells

We previously showed that Rsv inhibited the growth of glioma cells through
processes that included senescence and apoptosis [27]. Here we show that treatment of
U87 glioma cell line with Rsv at the relatively low concentration of 30 uM increased the
percentage of cells with LC3-GFP cytosolic dots representing autophagosomes (Fig. 1A).
This effect was not observed with higher concentrations of Rsv, reaching a plateau of
around 50 % LC3-GFP positive cells, as previously observed in other cells [51].
Autophagosomes were also observed through acridine orange (AO) staining, which
significantly increased after Rsv treatment (Fig. 1B). 3MA, an inhibitor of the enzyme
phosphatidylinositol 3-kinase class Ill (PI3k class lll), essential for the autophagic process
[52], reduced the number of cells positive for AO, as well as the intensity of AO staining,
indicating that inhibition of P13k class Ill not only reduced the number of cells undergoing
autophagy, but also reduced the number of mature autophagosomes formed per cell (Fig.
1B - bottom).

To molecularly confirm the induction of autophagy, we measured the expression of
autophagy-related proteins. Rsv induced an increase in Atg5 and the lipidated form of LC3
(LC3-I1) at 24 or 48 h, further evidence for the induction of autophagy (Fig. 1C). This may
be mediated by the reduction in the activity of Akt or p70S6K, as indicated by the reduction
in its phosphorylation at early time points of treatment (Fig. 1D). 3MA significantly blocked
the effects of Rsv on ATG5 and LC3-Il but not on p70S6K phosphorylation (Fig. 1C, D).
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Figure 1. Rsv induces autophagy in glioma cells. (A) U87 cells were transfected with pRLC3-
GFP and 48 h later treated with Rsv 30 uM or 100 uM for 48 h. Top - Representative images of
cells with cytosolic green dots, representing LC3-GFP marked autophagosomes (white arrows), in
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cells treated with Rsv 30 uM; scale bar: 10 um. Lower Pannel: Percentage of cells treated with Rsv
30 or 100 uM for 48 h which presented more than five defined cytosolic green dots. *** p<0.001; (B)
U87 cells were pre-incubated with buffer (top and middle) or 3MA (2 mM) (bottom) for 1 h, treated
with Rsv 30 uM for 48 h, followed by acridine orange (AO) staining and flow cytometry. Top -
Representative images of AO stained cells treated with Rsv 30 uM for 48 h — acidic vacuolar
organelles (AVO) stain red; scale bar: 20 ym. Middle and bottom - percentage of cells with positive
red fluorescence as analyzed by flow cytometry. Numbers in the quadrants refer to average of
events (black) or X-mean of AO red fluorescence intensity (red) + SEM of three independent
experiments; ** p<0.01, *** p<0.001 in relation to control as indicated; (C and D) U87 cells were
treated as in B and western blots for the indicated proteins were performed at the indicated time.
Numbers indicate the band intensity in relation to control. LC: Loading control - stained PVDF
membrane.

Rsv-induced autophagy is not directly responsible for its cytotoxicity

A direct comparison of the level of autophagosome formation in three glioma cell
lines showed that Rsv induced higher autophagosome levels in U87 cells when compared
to p53 negative cell lines U251 and U138 (Fig. 2A). Notwithstanding, Rsv reduced the cell
number of all three cell lines, even inducing a larger effect in U138 and U251 when
compared to U87 (Fig. 2B). Inhibition of autophagy with 3MA, which reduced Rsv-induced
autophagosome formation (Fig. 1B and C), did not block cell number reduction caused by
Rsv in U87 cells, even slightly potentiating the effect of Rsv (Fig. 2C), suggesting that Rsv-
induced autophagy acts as a slight cytoprotective mechanism rather than playing a direct

role in the cytostatic/cytotoxic mechanism of Rsv in U87 cells.
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Figure 2. Rsv-induced autophagy acts as a prosurvival mechanism in glioma cells.
U87, U138 and U251 glioma cells were treated with Rsv 30 uM for 48 h, followed by (A)
AO red fluorescence quantification flow cytometry and (B) cell counting. In (C), U87 cells
were pre-incubated with 3MA (2 mM) for 1h, followed by treatment with Rsv 30 uM for 48 h
and cell counting; * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 in relation to control as indicated; #
p<0.05, ## p<0.01 in relation to U87 cells treated with Rsv 30 uM.

Inhibition of Rsv-induced autophagy increases apoptosis in U87 cells

Treatment of U87 cells with 30 uM Rsv for 48 h did not significantly change cell
morphology or induced necrosis (Fig. S1 and 2A). This treatment also did not increase
phosphatidylserine (PS) externalization, evaluated by annexin V-staining (Fig. 3A), but
induced a small increase in Bax expression and caspase cleavage (Fig. 3B). When Rsv-
induced autophagy was inhibited with 3MA, a strong increase in annexin V positive cells
was observed (Fig. 3A), together with a significant increase in Bax expression and
caspase cleavage (Fig. 3B). This was accompanied by phenotypic alterations indicating
apoptosis, i.e rounded morphology and loss of surface adhesion (Fig. S2A). It is interesting

to note also that upon Rsv treatment, we observed cells with LC3-GFP dots and clear
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membrane blebbings, a typical sign of apoptosis, suggesting that autophagy and apoptosis

could be occurring simultaneously (Fig. S2B). Inhibiting apoptosis by using a pan-caspase

inhibitor (zAsp) or inhibiting autophagy with 3-MA alone did not block the cytotoxicity

induced by Rsv. However, when both autophagy and apoptosis inhibitors were present,

the Rsv-induced reduction in cell number was significantly inhibited (Fig. 3C).
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Figure 3. Inhibition of Rsv-induced autophagy causes apoptosis. (A) U87 cells were
preincubated with 3MA (2 mM) for 1 h before treatment with Rsv 30 uM for 48 h, followed by
annexin V-FLUOS/PI cell staining evaluated by flow cytometry. Numbers in quadrants represents
the respective percentage of cells + SEM of three independent experiments. a p>0.01 and b p>0.01
in relation to Rsv and 3MA, respectively; *** p<0.001 in relation to control; CPT — cisplatin 16.6 uM
24h . (B) U87 cells were treated as in A and lysed 24 or 48 h later and western blots for the
indicated proteins were performed. Numbers indicate the band intensity in relation to control. LC:
Loading control. N.P — not presented. (C) U87 cells were pre-incubated with 3MA (2 mM) and/or
zAsp (100 uM) for 1 h followed by treatment with Rsv (30 uM) for 48 h and number of cells was
determined in a hemocytometer. Data are given as media + SEM and are expressed as percentage
of control, considered 100 %; * p>0.05

Rsv induces a S-G2/M cell cycle arrest in an autophagy-dependent way.

Finally, because Rsv was shown to inhibits cell cycle progression in several cancer
types (fully reviewed in [53]), we tested if it modulates cell cycle dynamic. Rsv induced a
transient S-G2/M cell cycle arrest after 24 h of treatment, whereas at 48 h, the cell cycle
distribution returned to control levels (Fig. 4A). This arrest was accompanied by an
increase in the phosphorylation of Cdc2 (Cdc2) on Tyr15, pRb and increase in expression
(or stabilization) of ciclin A, B and E, but not cyclin D1 (Fig. 4B). Similarly to U87 cells,
U138 cells presented an increase in S phase and U251 increased S and G2/M phases
upon treatment with 30 uM Rsv for 48 h (Fig. S3), showing that modulation of cell cycle by
this dose of Rsv in glioma cells was not cell line-specific and may explain, at least partially,
the reduction in cell number after Rsv treatment.

Inhibition of autophagy completely blocked the Rsv-induced cell cycle arrest and
partially reverted the effects of Rsv on pCdc2(Y15), pRb, cyclin A, cyclin B and cyclin E.

On the other hand, inhibition of Rsv-induced autophagy caused a decrease in cyclin D1
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levels (Fig. 4B).

presence of 3-MA lead to a slight increase in the sub-G1 population (Fig. 4A) in U87 cells,

It is important to point out that after 48 h, treatment of Rsv in the

in accordance with observations described above that inhibition of Rsv-induced autophagy

triggered apoptosis in these cells.
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Figure 4. Autophagy mediates Rsv-induced S-G2/M cell cycle arrest in U87 cells. (A) U87 cells
were preincubated with 3MA (2 mM) for 1 h, followed by treatment with Rsv (30 uM) for 24 h or 48 h
and cell cycle analysis by flow cytometry. Numbers represent the average of the percentage of cells
in each phase; * p<0.05, *** p<0.001; a and b p<0.05 in relation to Rsv and control 24 h,
respectively. (B) Cells were treated as in A, followed by western blotting using the indicated
antibodies. Numbers indicate the band intensity in relation to control. LC — loading control.

DISCUSSION

More than 30 molecular targets were described for Rsv, but several of these
studies used Rsv in the middle or high micromolar range, were it can act on several
targets and thus induces several kind of processes [54]. For example, Rsv at 100 uM
induces activation of caspase-3 and LDH release in U87 cells [28] and apoptosis and
autophagy in U251 glioma cells, together with cell cycle arrest at the G1 phase and
upregulation of Bax [55]. At 50 yM, Rsv induces liberation of cytochrome C, formation of
apoptosome, autophagic morphology and loss of membrane integrity in ovarian cancer
cells [25], in a mechanism that was not inhibited by Bcl-2 overexpression, suggesting that
neither classical apoptosis nor beclin1-dependent autophagy are involved. Since
attainable concentrations in the circulation of rodents are in the low micromolar range [56],

it is important to establish which of the several effects observed with Rsv (and others
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potential chemotherapeutic drugs) occur at the lower concentration range and whether
these multiple effects are somehow linked.

Here we show that Rsv, at the relative low dose of 30 uM, inhibits the growth of
glioma cells through a mechanism that involves autophagy, which modulates cell cycle
arrest and apoptosis. Rsv induces autophagy, which plays a fundamental role in the S-
G2/M arrest, since blockage of autophagy completely cancels out this effect. Rsv-induced
autophagy has also a negative effect on apoptosis, since blocking autophagy unleashes
apoptosis. However, if both apoptosis and autophagy are inhibited, the reduction in cell
number induced by Rsv is reverted. Rsv alone induces a small increase in Bax and
cleaved caspase-3 levels, suggesting that, although Rsv activates an apoptosis-inducing
signal by itself, it is dominantly blocked by autophagy. The crosstalk between these three
processes may be mitochondria-mediated [57], since damaged mitochondria are a
common source of pro-apoptotic signals, and removal of these organelles through
mitophagy avoids apoptotic cell death [58], while inhibition of mitophagy triggers it [59]. On
the other hand, while mitophagy seems to be cell cycle-dependent [60], decrease of
mitochondria delays cell cycle progression [61]. Thus, autophagy induced by Rsv may
reduce cell number due to cell cycle arrest, but have a protective effect due to inhibition of
apoptosis, which becomes clear when autophagy is inhibited. This may by mediated by
targeting the mTor/Akt/p70S6K pathway which is inhibited by Rsv and is involved in control
of mechanisms of cell growth and death, including cell cycle [62], apoptosis and autophagy
[63].

It is though that p53 plays a very important role in autophagy regulation [64,65].
Here, Rsv-induced autophagosome formation was significantly lower in two p53 mutated
cell lines, when compared to p53 wild type cells, suggesting that p53 may be part of, but
not essential for, the mechanisms used by Rsv to induce autophagy. In accordance to this,
Geng et al recently showed that chloroquine-induced autophagy is p53 independent on
glioma cells, including U87 and U251 [66]. Moreover, p53 status may not be directly
related to the sensitivity of glioma cells to Rsv, since the p53 negative cell lines present a
similar or even higher decrease in cell number when compared to p53 proficient cells.

Cell cycle analysis showed that Rsv induced a transient S-G2/M cell cycle arrest
accompanied by and increase in the levels of cyclin A and E, and pRb (S807/811),
suggesting that Rsv may be facilitating G1-S passage of U87 cells. In agreement with this,
Rosenberg et al demonstrated that overexpression of cyclin A causes premature entry into

S-phase [67] and also induces a prolongation of S-phase and chromosomal double-strand
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break [68]. On the other hand, Rsv increased cyclin B levels and increased pCdc2(Y15). In
this case, the complex cyclin B/Cdc2 is formed but remains non-functional, since the
critical step for its function as a kinase is the dephosphorylation on Tyr15 by the
phosphatase Cdc25C [70]. A similar effect was observed by Tyagi et al in ovarian cancer
cells [71], where Rsv also induced autophagy [25], but, in this case, the authors did not
correlate autophagy and cell cycle arrest.

Inhibition of autophagy abrogates S-G2/M cell cycle arrest, significantly reducing
the levels of cyclin A, E, B and pRb(S807/811) and, mainly, pCdc(Y15). Moreover,
autophagy inhibition caused a significant decrease of cyclin D1, which may reduce the
premature entry in S-phase induced by Rsv. Tasdemir et al showed that formation of
autophagic vacuoles occurs preferentially at G1 and several inducers of autophagy did not
alter cell cycle distribution, at least in the HCT116 cell line [51]. Subsequently, it was
shown by the same group, that p53 is part of the control of this relation between
autophagy induction and cell cycle dynamic [51]. Moreover, in Hela cells, physiologic-like
starvation reduces cyclin D and E levels, which was abrogated by inhibiting autophagy
with 3MA [72], indicating a possible mechanism of interaction between autophagy and cell
cycle regulation.

Inhibition of Rsv-induced autophagy triggered apoptosis in U87 cells, with an
increase of Bax and cleaved caspase-3. Other gliomas cells presented a similar
phenotype, such as U373 treated with TMZ [37] and U251 treated with arsenic trioxide
(As203) [75], and a considerable amount of work is being done on the mechanisms of this
interaction [44]. Overexpression of AtgS was shown to sensitize cells to apoptosis in vitro
and in vivo, and this event was associated with cleavage of Atg5 by calpain, putting Atg5
in the core of the crosstalk between apoptosis and autophagy [76]. Recently, Wirawan et
al showed that cleavage of beclin-1 by caspases inhibited autophagy and triggered
apoptosis through association of C-terminal fragment of beclin-1 (a BH3-only protein of the
Bcl-2 family) to mitochondria and liberation of proapoptotic factors, in a positive loop of
apoptosis activation [77]. Finally, as another illustration of connection between these
mechanisms is the observation of features of both apoptosis and autophagy in a single cell
treated with Rsv, similarly to that observed in breast cancer cells [52] and HelLa cells
treated with etoposide [81].

The role of autophagy in cancer has been increasingly discussed. Monoallelic
deletion of beclin 1, increased the incidence of tumor formation in mice and the gene that

encodes beclin 1 maps to a tumor susceptibility locus frequently deleted in breast, ovarian
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and prostate cancer [82,83]. Moreover, cancer cells have an intrinsic capacity to evade
apoptosis [84,85], and this feature is widely present in GBM cells. Indeed, several works
indicated that GBM cells seem to be more prone to therapies that induce autophagy rather
than apoptosis [86], while cell cycle modulation is also a promising approach for the
development of cancer therapies, including for GBM [85,87]. Thus, the interactions among
autophagy, apoptosis and cell cycle regulation are fundamental to understand and tailor

therapeutic interventions.
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SUPPLEMENTARY FIGURES

Figure S1. Rsv does not induce necrosis in glioma cells. U87 glioma cells were treated with
Rsv 30 uM for 48 h, followed by incubation with Propidium lodide (Pl) and analysis with a
fluorescent microscope to assess plasma membrane integrity. Numbers indicate the percentage of
positively marked cells (ratio of Pl labeled cells/total number cells) for at least 100 cells counted per
treatment; scale bar: 100 um; top right detail — morphology of U87 cells; scale bar: 30 ym.
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Figure S2. Inhibition of autophagy induced by Rsv leads to apoptosis. (A) Morphology of cells
treated with Rsv (30 pM) in the presence or not of 3MA. (B) Autophagosomes (white arrows — LC3-
GFP green dots) and blebbing of plasma membrane (white arrowheads), a sign of apoptotic cell
death, was observed in the same cell; scale bar: 10 pm.
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Figure S3. Resveratrol induces S-G2/M cell cycle arrest in U251 and U138 cells. (A) U251 and
U138 cells were treated with Rsv 30uM for 48 h and cell cycle was analyzed by flow cytometry.

Numbers represent the average of the percentage of cells in each phase; * p<0.05, *** p<0.01;
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ABSTRACT

Temozolomide (TMZ) is the most widely used drug to treat Glioblastoma (GBM), which is
the most common and aggressive primary tumor of Central Nervous System and one of
the hardest challenges for oncotherapy. TMZ is an alkylating agent that induces
autophagy, apoptosis and senescence in GBM cells. However, therapy with TMZ only
increases survival after diagnosis from 12 to 14.4 months, making the development of
combined therapies to treat GBM fundamental. One candidate is Resveratrol (Rsv), which
is cytotoxic to GBM cells but protective to normal neural cells. Here, Rsv increased the
cytotoxicity of TMZ on three human GBM cell lines. Rsv increased TMZ-induced
autophagy in the cell lines tested, but inhibition of autophagy did not reverse this
cytotoxicity. TMZ induced an increase in DNA damage and phosphorylation of ATM, which
was not altered by Rsv. However, Rsv inhibited G2/M cell cycle arrest induced by TMZ,
and co-treatment induced an increase in irregular nuclei, a feature of mitotic catastrophe,
accompained by an increase in pRb (S807/811) and cyclin B and reduction in pCDC2
(Y15) and cyclin D1. In conclusion, while induction of autophagy was not the primary
mechanism by which Rsv plus TMZ is acting, modulation of cell cycle and induction of
mitotic catastrophe is the primary mechanism by which Rsv potentiated the effect of TMZ.
Rsv emerges as a potential chemotherapeutic drug to treat GBM, both as primary or
adjuvant therapy with TMZ.

Keywords: Glioblastoma, Resveratrol, Temozolomide, Autophagy, Mitotic Catastrophe.
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1. INTRODUCTION

More than 20,000 cases of malignant tumors of Central Nervous System are
diagnosed every year in United States [www.cbtrus.org] (1, 2). Of this, more than half are
Glioblastomas (GBM), which is the most malignant subtype and is normally treated with
surgery, followed by radio and chemotherapy with Temozolomide (TMZ) (3, 4). However,
TMZ therapy produces only modest increase in survival, maintaining GBM as a cancer that
kills in around a year after diagnosis and causes over 10,000 deaths per year only in US
[www.cbtrus.org] (1, 5, 6). Therefore, treatment of GBM remains one of the hardest
challenges to be tackled by oncotherapy (7).

TMZ is a cytotoxic imidazotetrazine that leads to the formation of OG6-
methylguanine, which mismatches with thymine in subsequent DNA replication cycles.
This may lead to several cellular outcomes, such as apoptosis (8-10), autophagy (9),
mitotic catastrophe and senescence-like events (8) in GBMs. In most cells TMZ leads to
cell cycle arrest at G2/M through activation of ATM/ATR-Chk1/2-Cdc25-Cdc2 pathway (10-
12). Unlike initially though, activation of checkpoints during cell cycle (e.g. G2/M
checkpoint) acts primarily as a prosurvival mechanism that gives time to cells to repair
their DNA. Inhibition of cell cycle arrest in cells with a damaged DNA normally leads to cell
death by mitotic catastrophe (12, 13), a failure of mitosis caused by a conflict between cell
cycle progression and activation of checkpoints (14, 15).

Resveratrol (Rsv) has several beneficial properties in age-associated chronic
diseases, diabetes and cardiovascular diseases (16, 17) and is neuroprotective in
neurological conditions such as ischemia and hypoxia (18, 19). On the other hand, Rsv is
cytotoxic to several types of malignant cells, such as colon cancer (20), breast cancer (21),
melanomas (22), leukemia (23), prostate cancer (24), and epidermoid carcinoma (25). In
GBM, it inhibits cell growth and kills cells through mechanisms that include autophagy
(26), apoptosis (21, 27) and senescence (26). Thus, Rsv exerts its cytotoxic effect through
specific cell cycle modulation in several cancer types, including S-phase arrest in ovarian
cancer (28) and medulloblastoma cells (29), G1 arrest in prostate cancer (30) and
melanoma (31) and G2/M arrest in colon cancer cells (32).

Here we show that Rsv potentiates the cytotoxic effect of TMZ in human GBM cell
lines by blocking the TMZ-induced cell cycle arrest, leading to mitotic catastrophe.
Although Rsv also potentiates the proautophagic effect of TMZ, this is not directly linked to

the increase in cytotoxicity observed with the co-treatment of Rsv and TMZ.
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3. RESULTS
3.1 — Rsv potentiates the proautophagic and cytotoxic effects of TMZ in glioma
cells.

TMZ was shown to induce autophagosome formation in gliomas cells, although no
direct role to autophagy in the mechanism of toxicity was established (9, 33). Here we
show that Rsv and TMZ induced the formation of LC3-GFP marked autophagosomes (Fig.
1A and B). Co-treatment of Rsv 30 uM plus TMZ 100 puM (R+T) did not alter the percent
of cells with autophagosomes, but induce larger LC3-GFP dots when compared to the
individual treatments (Fig. 1A) and increased the development of mature/functional
autophagosomes, as observed with acridine orange (AO) staining (Fig. 1C). This increase
was both in the number of AO positive cells and the intensity of red fluorescence, when
compared to the single treatments (Fig. 2A).

TMZ and Rsv individually reduced U87 cell number as already described (9, 10, 26,
34). When given together, however, Rsv potentiated the cytotoxic effect of TMZ at 100 and
300 uM (Fig. 1D). Rsv also potentiated the autophagy-inducing and cytotoxic effects of
TMZ in two human gliomas in which p53 is not functional, U138 and U251 cells (Fig. 1E).
A direct comparison of the level of autophagosome formation in these cell lines showed
that R+T induced a higher percentage of AO-positive cells in U87 when compared to U251
or U138 cells suggesting that p53 may have a role in autophagy induction by these
treatments. Less autophagy, as observed in U138 and U251, did not mean less reduction
in cell number, indicating that autophagy is not a direct mechanism of cell number
reduction (Fig. 1E).
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Figure 1 — Rsv potentiates the proautophagic and cytotoxic effects of TMZ in human gliomas
cell lines. (A) Representative images of U87 human GBM cells transfected with the plasmid
pRGFP-LC3 and treated with Rsv 30 uM, TMZ 100 uM or R30+T100 for 48 h; white arrows:
cytosolic green dots representing LC3-GFP marked autophagosomes; scale bar: 10 uym; (B)
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percentage of cells that presented more than five well-defined cytosolic green dots, for each
treatment; a p<0.01 and b p<0.001 in relation to control; (C) cells were treated as in (A), marked
with AO and the percentage of cells positively marked to acridine orange (i.e. red marked cells)
were evaluated by flow cytometry after 4, 24 and 48 h; a p<0.05 and b p<0.01 in relation to control;
(D) number of cells after 48 h treatment with different concentrations of Rsv, TMZ or the
combination of these; control cells were considered 100 %; a p<0.05 and b p<0.01 in relation to
TMZ and Rsv alone, respectively; (E) U87, U138 or U251 cells were treated as in (A) for 48 h,
followed by cell number determination (upper panel) and marking with AO followed by flow
cytometry to determine the percentage of AO-positive cells (lower panel); * p<0.05; **p<0.01;

3.2 — Rsv plus TMZ cytotoxic effect is not due to autophagic cell death, necrosis or
apoptosis

Previously, we observed that Rsv-induced autophagy was not directly involved in
the cytotoxic effect of this polyphenol [Filippi-Chiela et al.; unpublished]. Next, with the
increased proautophagic effect of R+T in mind, we analyzed the role of autophagy in the
cytotoxic effect of TMZ and R+T treatments. 3MA, an inhibitor of PI3K type lll, fundamental
to autophagy in mammalian cells, reduced mature autophagosome development in cells
treated with Rsv and R+T (Fig. 2A - right). Inhibition of autophagy induced by R+T in U87
cells did not affect cell number (Fig. 2B), suggesting that autophagy is not directly involved
in the cytotoxic effect of the co-treatment. Co-treatment did not induce loss of membrane
integrity, morphologic alterations (Fig. S1A) or increase in annexin V-staining (Fig. S1B) in
U87 cells, suggesting that apoptosis and necrosis are not involved in the reduction of

cell number induced by R+T.
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Figure 2 — Autophagy is not directly involved on toxicity of the co-treatment of Rsv and TMZ.
(A) U87 cells were preincubated with 3MA (2 mM) or vehicle (PBS) for 1 h before treatment with
Rsv 30 uM, TMZ 100 uM or co-treatment R30+T100 for 48 h. Treated cells were stained with AO,
followed by image acquisition and flow cytometry to determine the percentage of red fluorescent
cells; left panel — representative images of AO-marked cells; Scale bar: 20 um; middle and right
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panel — percentage of red fluorescent cells and intensity of marked cells. Numbers in the quadrants
refer to average of events (black) or X-mean of AO red fluorescence intensity (red) + SEM of three
independent experiments; a p<0.05 and b p<0.001 in relation to control; ¢ p<0.01 in relation to TMZ
alone; right panel - * p<0.05 and ** p<0.01 in relation to treatments with the vehicle (middle panel);
(B) number of cells after pre-treatment with 3MA followed by treatment as in (A) for 48 h; control
was considered 100 %; * p>0.05.

3.3 - Rsv abrogates G2/M cell cycle arrest induced by TMZ.

Rsv did not alter cell cycle distribution when it was analyzed 48 h after treatment
(Fig. 3A — left). TMZ induced a robust G2/M cell cycle arrest, which was completely
absent when Rsv was added together with TMZ (Fig 3A — middle). Adding Rsv after 48 h
of TMZ treatment did not alter the arrest induced by TMZ, suggesting that Rsv inhibits
rather than reverses the cell cycle arrest induced by TMZ (Fig. 3A — right). In U251 cells,
RSV slightly reduced TMZ-induced G2/M arrest, although the effect is less clear due to the
increase in S phase induced by Rsv. In U138, no clear TMZ-induced arrest was observed,
which may be due to the high expression of MGMT (methyl-guanine methyl transferase) in
these cells (35), therefore not allowing the analysis of the reversion by Rsv in U138 (Fig.
S2).

Co-treatment induced an increase of pRb (S807/811), pCdc2 (Y15) and a decrease
in Cyclin D1 and B after 24 h. After 48 h, R+T treatment induced an increase in pRb
(S807/811) accompanied by a decrease in pCdc2 (Y15) and accumulation of Cyclin B,
suggesting a stalled progression at mitosis (Fig. 3B).

Next, because Rsv modulates proteins involved on DNA repair and interacts
directly with DNA in vitro (36), we asked whether Rsv is abrogating cell cycle arrest due to
a block of TMZ-induced DNA damage or damage signaling. Quantification of DNA damage
by comet assay indicated that the lack of arrest was not due to reduction of TMZ-induced
DNA damage by Rsv, since cells treated with R+T exhibited the same level of DNA
damage when compared to cells treated with TMZ alone (Fig. 3C). Moreover, Rsv did not
decrease the basal or TMZ-induced phosphorylation of the DNA damage-activated protein
ATM (Fig. 3B), even inducing a further increase, suggesting that the recognition of DNA
damage and initial response to it was not blocked by Rsv. Surprisingly, Rsv alone induced

a small increase in DNA damage accompanied by a slight increase of pATM levels.

107



A T R4T T TR
\15 16 11 EifJa 24 25 G2M (%) 19 67° 7 s?a
4 9 5 8 S (%) 5 6 6 10
77 71 72 27 66 61 G1 (%) 73 24 9 23
3 9¢ 4 5 6 Sub-G1 (%) 3 4 7 8
100 TT=TI 1009 r= e J_
80 ~ 0O cam 801 =
R’ q ms
8 60+ 0 &1
"'5 B Sub-G1
e ||
20+
S H$ O DS R M) S A S TMZ 100uM
0 100 TMZ @M) o ot Rsv30uM
24h 48h
B - + - + - + - + Rsv
- - + + - + + TMZ
[ e |.._..---—- | pRb (5780)
. . J 1.6 21 3.1
_pCdc2(Y15)
@Cvdmm
1.7
pATM (51981)
C c i T R 350 =
S ¢ i “ T i O20h
g Ee - & . &2 W4gh
. R el e 3w
: E
BN T
é a3 .‘ p pe ' . < g‘lﬂﬂ-
b A P i
PO L, e TN - P frs™
C ) R )

Figure 3 — Rsv abrogates TMZ-induced G2 cell cycle arrest accompained by
decrease of Cdc2 and accumulation of cyclin B. (A) Cell cycle distribution of U87 cells
treated with Rsv 30 uM, TMZ 100 uM or co-treatment R30+T100 for 48 h (left) TMZ for 72
h, or TMZ 48 h followed by 24 h in complete drug-free medium, or 24 h of Rsv 30 uM
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(right). Top: representative histograms of flow cytometry; numbers between the lines
indicates the percentage of cells in each phase of cell cycle, as indicated; a p<0.001 and
¢ p<0.05 in relation to control without drug; (B) U87 cells were treated with Rsv 30 uM,
TMZ 100 uM or co-treatment R30+T100 for 24 or 48 h, followed by western blotting using
the indicated antibodies. Numbers indicate the band intensity in relation to control. LC —
loading control (stained membrane) ND — not detected. (C) DNA damage index
measured by the comet assay in cells treated as in A for 20 and 48 h. top panel —
representative images of nuclei after comet assay; scale bar: 10 um; bottom -
quantification of DNA damage index; ANOVA with Tukey post-hoc: * p<0.05, ** p<0.01
and *** p<0.001 in relation to control of the same time.

3.4 — Rsv+TMZ co-treatment induces mitotic catastrophe

In several cases, cells with DNA damage that bypass cell cycle checkpoints tend to
undergo mitotic catastrophe (14, 37). We observed that cells treated with Rsv or, in a
higher extent, with R+T, presented alterations that suggest mitotic catastrophe (Fig. 4A
and 4B), i.e. aberrant chromosome condensation and mitotic phenotype, micronuclei and
nuclear fragmentation, and abnormal/triple mitosis.

An objective morphometric analysis of nuclei based on Image Pro Plus
measurement of nuclei size and irregularity showed that Rsv increased the percentage of
large nuclei (Fig. 4C), a feature of senescence induction, as previously described for
another glioma cell line (26), and also induced a slight increase in the percentage of
irregular nuclei (Fig. 4D). Most importantly, the percentage of irregular nuclei,
characteristic of mitotic catastrophe, was significantly increased R+T when compared to

the individual treatments (Fig. 4D).
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Figure 4 — Inhibition of TMZ-induced G2 arrest by Rsv leads to mitotic catastrophe. U87 cells
were treated with Rsv 30 uM, TMZ 100 uM or co-treatment R30+T100 for 24, 38 and 48 h, followed
by fixation and DAPI staining. (A) representative images of nuclei from cells treated with DMSO
(control) (left), Rsv for 38 h (middle) or co-treatment of Rsv 30 uM and TMZ 100uM for 48 h. Double
arrows point to fragmented/irregular nuclei; single arrow points to micronuclei; double arrowheads
point to enlarged nuclei; Scale bar: 6 um; (B) representative visible (left) and fluorescent (right)
images of nuclei from untreated cells showing a normal mitosis (i and ii); a triple mitosis in a cell
treated with Rsv for 48 h (iii and iv) and an abnormal chromosome condensation and mitosis, with
cellular enlargement, in a cell treated with R+T for 48 h (v and vi). Scale bar: 10 um; (C) and (D)
DAPI-stained nuclei were analyzed for size and irregularity, as described on material and methods,
and the percentage of large nuclei (C) and irregular nuclei (D) are plotted. Irregular nuclei are
defined by a nuclear irregularity index (NII) higher than 5 standard deviations (SD) in relation to the
average NII, measured in control nuclei. Nuclei were considered large and regular if above 2 SD of
size and below 3SD of NIl and irregular when above 3SD of the large population or above 5 SD of
the normal sized population. Time zero shows the percent of untreated cells, which did not change
significantly over time. At least 200 nuclei in three independent experiment were analyzed in each
data point. ANOVA with Tukey post-hoc: **: p<0.01 in relation to control; ***: p<0.01 in relation to all
other groups, and *: p<0.05 in relation to TMZ and control of the same time.
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4. DISCUSSION

Despite the use of a multimodal therapy, including TMZ as primary alternative to
chemotherapy, the prognostic of GBM has not change in recent years (7). Cytotoxicity of
clinically achievable serum levels of TMZ, which are around 100 uM (38), was very small
in three glioma cell lines. Therefore, drugs that enhance the effect of TMZ have been
actively studied (39, 40) and may represent an alternative for combined chemotherapy.

Autophagy has been increasingly implicated as an anticancer process. This stems
from genetic data, such as the inverse correlation between the expression levels of beclin-
1, a gene essential for autophagy, with tumor progression, including GBM and breast
cancers (41-43) and therapeutic data, since induction of autophagy (9), senescence and
mitotic catastrophe, rather than high level of apoptosis (44) seems to be important for the
mechanism of action of TMZ on GBM cells. Here, we show that Rsv potentiates the
proautophagic effect of TMZ, but this is not a central mechanism of the reduction in cell
number induced by this combination, evidenced by the lack of correlation between
autophagy and cytotoxicity in three GBM cell lines and the absence of reversion of the
cytotoxicity by 3MA, despite de significant reduction in autophagy. There are reports
suggesting that autophagy is part of the toxicity of TMZ U373 cells (9), or is cytoprotective
in U251 cells (26) and our data suggests a rather neutral or slightly cytoprotective role for
autophagy.

Cell cycle arrest seems to act as a prosurvival mechanism against TMZ and other
methylating agents, since it gives extra time for the cell to repair its DNA (8, 13, 45). This
hypothesis is supported by the effect of an inhibitor of Chk1, which enhances the toxicity of
TMZ through premature activation of Cdc2 (i.e. dephophorylation of Tyr15) and induction
of mitotic catastrophe (46), a process that results from aberrant mitotic entry by cells
containing DNA damage, undergo mitotic failure (47), or receive aberrant mitotic signaling
(48) (fully reviewed in (49-51)). Here, TMZ-induced G2/M cell cycle arrest in U87 cells was
totally abrogated by Rsv, leading to an increase in the rate of mitotic catastrophe and
increasing the toxicity when compared to TMZ or Rsv.

Induction of mitotic catastrophe in GBM cells by radiation or doxorubicin and
fluorouracil (52, 53) is accompanied by accumulation of cyclin B (54) and decrease of the
inhibited form of Cdc2, which is phosphorylated at tyrosine 15 (18), similar to the
alterations observed here after 48 h of R+T treatment. Rb is phosphorylated by cyclin
D1/CDK4 complex at G1 to S transition (55) and dephosphorylated at the M to G1
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transition (56). The increase of pRb (S807/811) and a decrease of cyclin D1 observed with
R+T suggest that cells accumulate at the end of mitosis, in agreement with the mitotic
catastrophe phenomenon.

Induction of mitotic catastrophe may be a good alternative to treat GBM, especially
those with inactivation of p53 and/or high resistance to apoptosis (57). U87 p53 wild type
cells become senescent after 10 days of TMZ treatment, while p53 deficient cells become
hipo or polyploid. Furthermore, an inhibitor of Chk1 enhances the toxicity of TMZ both in
p53-wt and p53-deficient cells (8, 13). Considering that almost 70% of GBM presented
alterations on p53 pathway (58), it is of clinically relevance that a combined therapy affects
both populations, as was the case for the combination of Rsv and TMZ.

In conclusion, our results showed that Rsv increases the toxicity of TMZ in GBM
cells mainly through the inhibition of the G2/M arrest and induction of mitotic catastrophe,
which has been proposed as a potential mechanism of toxicity in several cancer types,
including the apoptosis-resistant, p53 negative cells (57). Thus, development of
combinations of drugs that induce mitotic catastrophe, such as Rsv+TMZ, deserves

attention and should be tested clinically, due to its effectiveness to induce cell disruption.

MATERIAL AND METHODS

Reagents

TMZ (3,4-dihydro-3-methyl-4-oxoimidazo [5,1-d]-as-tetrazine- 8-carboxamide), Rsv, the inhibitor of
phosphatidylinositol 3 kinase (PI3k) class Il 3-methyladenine (3-MA) and the fluorescent dye
acridine orange (AO) were purchased from Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). TMZ
and Rsv were dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) (Acros Organics, NJ, USA). 3-MA and AO
were dissolved in water. All culture materials were obtained from Gibco Laboratories (Grand Island,
NY, USA).

Cell Culture and treatments

Human GBM cell lines U87-MG, U-138 MG and U251 (described hereafter only as U87, U138 and
U251) were obtained from American Tissue Culture Collection (ATCC, Rockville, MD). Cells were
cultured in DMEM low glucose supplemented with 10 % fetal bovine serum (FBS), 1 %
penicillin/streptomycin and 0.1 % anphoterecin B at 37°C and 5 % CO2 in a humidified incubator.
The inhibitor 3-MA was used in 2 mM, in a pre-incubation of 1 h before the treatments with Rsv and
TMZ. The concentration of the vehicle DMSO did not exceed 0.5 % (v/v), including controls. Cells
were counted in a hemocytometer and viability was accessed by measuring Pl incorporation as
described (26).

Detection and quantification of autophagy

Autophagosome formation: cells were transfected with the expression vector pEGFP-LC3
(Microtubule-associated protein 1 light chain 3 (MAP1-LC3). LC3-GFP localizes in the
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autophagosome membranes after processing (59)) and at least 100 green cells per well were
counted and the percentage of cells that had at least 5 clear green dots in the cytosol was
determined.

Acidic vacuolar organelles (AVOs) quantification: Acridine orange (AQO) is a marker of AVOs that
fluoresces green in the whole cell except in acidic compartments (mainly late autophagosomes),
where it fluoresces red. Cells were plated at 2 x 10 cells per well in a 24-wells plate, followed by
treatments with Rsv, TMZ and 3-MA for indicated times. After this, cells were incubated with 2.7 uM
of AO for 15 min at room temperature, followed by visualization in a fluorescence microscope.
Images were analyzed using Image J software. To quantify the percentage of cells with AVOs (i.e.
red marked cells) and the intensity of red fluorescence (i.e. the intensity of AVOs formation), treated
cells were detached from the plate, marked with AO as cited above and analyzed by flow cytometry,
using a flow cytometer GUAVA EasyCyte and GUAVA software ExpressPlus (Guava Technologies,
Hayward, CA).

Annexin-V staining
Apoptosis induction was quantified by Annexin V-FLUOS Apoptosis Kit (Roche, Germany)
according to manufacturer’s instructions, as described (26).

Cell cycle analysis

For cell cycle analysis, cells were plated at 2 x 10* cells per well in a 24-wells plate, followed by
treatments as indicated. After treatments, cells were harvested and fixed in ice-cold ethanol 70 %
(v/v in PBS) for at least 2 h. Fixed cells were washed with PBS and marked with a solution
containing 50 pyg/ml PI, 0.1% Triton X-100 and 50 pyg/mL RNAse for 30 min, in the dark, at room
temperature. Marked cells were analyzed using a flow cytometer GUAVA EasyCyte to evaluate
DNA content of cells and, thus, cell cycle distribution of samples.

Alkaline Comet Assay

TMZ, Rsv and co-treatment-induced DNA damage was quantified using the alkaline comet assay,
as described by Singh et al., with minor modifications (60-62). Cells were plated at 5 x 10* cells per
well in a 24-wells plate, followed by treatments for 20 and 48 h. Cells were embedded in 0.75% low-
melting agarose and placed onto a glass microscope slide pre-coated with a thin layer of 1 %
normal melting point agarose. Slides were then incubated in ice-cold lysis solution [2.5 M NaCl, 10
mM Tris, 100 mM EDTA, 1 % Triton X-100 and 10 % DMSO, pH 10.0] at 4°C for at least 1 h. After,
slides were incubate with fresh alkaline buffer (300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH. 13.0) and followed
by electrophoresis Slides were then neutralized (0.4 M Tris, pH 7.5), washed with water, and
stained using a silver staining protocol as described by Nadin et al. (2001) (63). One hundred nuclei
were scored according to the amount of DNA present in the tail and the tail length. Each nuclei
received an arbitrary value range from 0-4 (0, undamaged; 4, maximally damaged) (64), and at
least 100 nuclei per slide as described (62).

Western Blot Analysis

Analysis of protein expression and phosphorylation was performed as described previously with
minor modifications (18, 26). Primary antibody used were: cyclin D1 (1:1000), phospho-Rb
(S807/811) (1:1000), phospho-Cdc2 (Tyr15) (1:1000), cyclin B (1:250), pATM (Ser1981) (1:1000).
Optical density of the bands was obtained in with Bio-Rad software (Quantity One; Hercules, CA).

Mitotic Catastrophe Assay

Mitotic catastrophe assay was modified from Kil et al. (2008) (65). Briefly, cells were plated at 2 x
10* cells per well in a 24-wells plate, followed by treatments as indicated. After treatments, cells
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were fixed with 4 % formaldehyde (v/v in PBS) for at least 1 h at room temperature, followed by
maintaining in PBS. Next, fixed cells were marked with a solution containing 300 nM DAPI and 0.1
% triton X-100 (v/v in PBS) for 1 h at room temperature, followed by quantification of the images
obtained with DAPI staining using the Software Image Pro Plus 6.0 (IPP6 - Media Cybernetics,
Silver Spring, MD). The parameters roundness, aspect, radius ratio and area box were quantified
and grouped in an index, named Nuclear Irregularity Index (NII), which is composed by the sum of
aspect, radious ration and roundness, subtracted by the value of area box. Data are presented as a
plot of Area versus NIl in which normal nuclei were considered the nuclei inside 2 standard
deviations (SD) of the mean of a population of nuclei obtained from untreated cells. Nuclei were
considered large and regular if above 2 SD of size and below 3SD of NIl and irregular when above
3SD of the large population or above 5 SD of the normal sized population.

Statistical Analysis

Statistical analysis was conducted by ANOVA followed by SNK post-hoc test to multiple
comparisons of at least three independent experiments to all experiments. ‘p’ value under 0.05 was
considered significant. Analyses were performed using the software GraphPad Instat (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA).
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SUPPLEMENTARY FIGURES
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Supplementary Figure 1 — Co-treatment R+T did not induced annexin marking or propidium
iodide incorporation. U87 cells were treated with Rsv 30 uM, TMZ 100 uM or R30+T100 for 48 h.
After this, cells were (A) stained with 6 uM PI, to evaluate the membrane integrity and induction of
necrosis; numbers indicate the percentage of positively marked cells (ratio of Pl labeled cells/total
cells) for at least 100 cells counted per treatment; Scale bar: 100 um; detail shows the unaltered
morphology of treated cells; and (B) annexin V-FLUOS/PI cell staining evaluated by flow cytometry.
Numbers in quadrants represents the percentage of cells + SEM of three independent experiments;

CPT = cisplatin 16.6 uM for 24 h (positive control of annexin marking); *** p<0.001 in relation to
control.
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Supplementary Figure 2 — Rsv abrogates TMZ-induced arrest in G2/M in U251 cells, while
U138 is resistant to TMZ-induced arrest. Cell cycle distribution of U251 and U138 cells treated
with Rsv 30 uM, TMZ 100 uM or co-treatment R30+T100, for 48 h. Representatives histograms are
shown on the top of figure of flow cytometry; numbers between the lines indicates the percentage of
cells in each phase of cell cycle, as indicated; cells were treated as cited above, followed by fixation
as described on material and methods section, staining with 6 uM Pl and flow cytometry to

determination of DNA content; * p<0.05; * p<0.01;
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5. DISCUSSAO INTEGRADA

Nosso grupo de pesquisa vem estudando a biologia celular e o desenvolvimento
de potenciais alternativas terapéuticas - farmacoldgicas e genéticas - para GBM. Neste
sentido, ja descrevemos o papel neuroprotetor no Rsv em fatias organotipicas e, por outro
lado, o efeito citotoxico do Rsv, juntamente com outro polifenol natural, a Quercetina, em
células da linhagem de glioma de rato C6. No presente trabalho, avancamos na
compreensdo do mecanismo de agdo do Rsv em células de linhagens de GBM humano
(Capitulo 1), bem como o efeito e mecanismos de agdo do co-tratamento de Rsv com

TMZ (Capitulo 2). As seg¢des abaixo integram os resultados obtidos ao longo do trabalho.

5.1 - O Resveratrol como agente quimiopreventivo e neuroprotetor

O desenvolvimento de efeitos adversos por pacientes oncolégicos com GBM em
procedimento de quimio e radioterapia ocorre na grande maioria dos casos, reduzindo a
qualidade de vida e limitando as doses dos farmacos utilizados no tratamento. Isso se
deve ao fato de tais agentes modularem inespecificamente mecanismos celulares
fisiologicos presentes também em células ndo tumorais do organismo. Neste ponto, o Rsv
merece uma atencao especial, uma vez que parece exercer um efeito citotdxico quase
especifico contra células tumorais, inclusive GBMs. Por outro lado, além de nao reduzir a
viabilidade, o Rsv pode ainda proteger células neurais normais, dependendo do contexto
no qual estdo inseridas [268]. E esta neuroprotecdo parece ser exercida por diversos

mecanismos, entre eles a autofagia.

- Neuroprotecdo, hipdxia e autofagia

O papel da autofagia em doengas neurodegenerativas € amplo [269]. Em
doengas como Alzheimer, Parkinson e Huntington a autofagia parece estar prejudicada, e
a inducdo de autofagia parece proteger células neurais em diferentes contextos. A

indugdo de autofagia por rapamicina protege células neuronais normais humanas SH-
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SY5Y da apoptose induzida pela neurotoxina rotenona — um inibidor do complexo
mitocondrial | da cadeia respiratoria, a qual parece estar relacionada diretamente com o
desenvolvimento da Doenga de Parkinson [270]. Recentemente, utilizando o mesmo
modelo de toxicidade induzida por rotenona, Filomeni e col demonstraram que
campeferol, mas nao resveratrol, protege células neurais e neurénios primarios humanos
da toxicidade deste composto e, assim como rapamicina, que este efeito € mediado pela
inducdo de autofagia e a consequente reciclagem de mitocondrias [271]. Ou seja, a
autofagia das mitocbndrias danificadas pelo agente citotoxico e substituicdo por
mitocondrias novas reduz a toxicidade da rotenona, enquanto a inibicao da autofagia leva
a célula a perder este mecanismo de controle de qualidade e a sinalizagdo apoptotica
pela via intrinseca é disparada. Por outro lado, autofagia ndo protege da apoptose
induzida por estimulos apoptéticos que n&o afetem diretamente a mitocdndria,
corroborando o papel da mitofagia na neuroprotegao.

Modelos animais que demonstram o papel da autofagia na neuroprotegao também
tém sido descritos. A supressdo da autofagia basal em células neurais leva ao
desenvolvimento de doengas neurodegenerativas espontaneas em indices mais elevados
do que animais proficientes neste mecanismo [272]. Camundongos tratados com
lactacistina, um inibidor de proteassomo e indutor de apoptose, seguido do tratamento
com rapamicina apresentaram uma atenuagao da perda de neurbnios das regides nigra e
estriada (envolvidos no desenvolvimento da Doenga de Alzheimer). Este efeito parece ser
mediado pela degradagao de proteinas ubiquitinadas de alto peso molecular, “limpando” o
citoplasma e evitando o dano induzido por agregados destas proteinas [273]. Da mesma
maneira, sabe-se que a autofagia protege células neurais da toxicidade do peptideo beta-
amiléide, principal alteragdo associada a Doenga de Alzheimer [274], e regula o acumulo
dos complexos do peptideo em camundongos [275]. Neste sentido, sabe-se que o Rsv
protege as células da toxicidade exercida pro estes agregados, porém, néo pela inibigao
da formacdo do peptideo. O mecanismo de diminuicdo da toxicidade poderia ocorrer
através do clearence do peptideo beta-amildide formado através da autofagia, reduzindo
os agregados e a injuria celular provocada por ele.

Em trabalho do nosso grupo, Zamin e col demontraram que Rsv protege células
de culturas organotipicas em um contexto de hipdxia-isquemia. Porém, o mecanismo
celular de neuroprotecdo nao foi esclarecido. Duas alteragbes celulares tipicas em
ambientes de hipoxia sdo o aumento do fator de transcrigdo HIF-1 (hypoxia-induced factor

[276]) - 0 qual leva a um aumento de BNIP3 - e 0 aumento da atividade da via da AMPK
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[277], ambas podendo levar ao desenvolvimento da autofagia. Esta autofagia é
fundamental para a adaptagdo metabdlica ao novo ambiente por induzir a digestdo de
mitocondrias (pela associacdo de BNIP-3 com a mitocdndria) e evitar o aumento de
radicais livres, dano ao DNA e a morte celular. Sabe-se que o Rsv, em células de cancer
de ovario [278], carcinoma escamoso e células de hepatomas [279], inibe o acumulo de
HIF-1, enquanto em neurdnios e células gliais ndo ha dados relacionados a este aspecto.
Porém, sabe-se que o Rsv induz ativagdo da via AMPK em células neurais normais [112].
Dessa forma, uma hipdtese bastante viavel é que o Rsv poderia induzir o aumento da
atividade de AMPK com conseqliente desenvolvimento de autofagia neuroprotetora as

células neurais das fatias organotipicas.

5.2 - A aplicacdo da biologia celular basica do cancer no desenvolvimento de

novas terapias

No ano 2000, em um dos artigos mais citados em cancer, Hanahan e Weinberg
descreveram as seis caracteristicas-chave (hallmarks) comuns a todos os tipos de céncer:
(i) angiogénese sustentada; (ii) metastase e invasao tecidual; (iii) desvio da apoptose; (iv)
auto-suficiéncia em sinais de crescimento; (v) resisténcia a sinais anti-proliferagéo e (vi)
potencial replicativo ilimitado [280] (Fig. 9 — parte superior, simbolos brancos). Durante
10 anos, o conhecimento sobre como os canceres se comportam, tanto através de
abordagens in vitro quanto in vivo, aumentou enormemente, impulsionado, entre outros
fatores, pelo fato de a Sociedade Americana de Céancer ter reportado, em 2005, a
estatistica alarmante de que o cancer havia superado as doengas cardiacas como maior
causa de morte nos Estados Unidos em pessoas com menos de 85 anos de idade [281].

Assim, em 2010 Elledge SJ e col sugeriram 6 “novas” caracteristicas-chave para
0 cancer, agrupando o conhecimento obtido ao longo da ultima década. Sao elas: (i)
sobrevivéncia evadindo o sistema imune; (ii) estresse metabdlico; (iii) estresse
proteotodxico; (iv) estresse mitdtico; (v) estresse oxidativo; (vi) estresse de dano ao DNA

(Fig. 9 — parte inferior, simbolos coloridos) [282].
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Figura 9 — As caracteristicas tipicas dos canceres. Obtido de: Principles
of Cancer Therapy: Oncogene and Non-oncogene Addiction [282].

Considerando os dados apresentados na presente dissertacdo e as
caracteristicas do tumor estudado no presente trabalho, podemos observar que 4 das 6
novas caracteristicas foram abordadas aqui diretamente (exceto sobrevivéncia por evasao
do sistema imune e estresse oxidativo) e que estas caracteristicas sado importantes no
processo de carcinogénese de GBM, corroborando a importancia do estudo. Estresse
proteotdxico pode ser causado ou por proteinas agregadas/mal dobradas ou acumulo de
proteinas de vida longa (pela redugao da protedlise dirigida pela autofagia, por exemplo),
levando ao aumento de radicais livres, liberagdo de peptideos e outros endocomponentes
téxicos, ou pelo estresse do reticulo endoplasmatico, o qual dispara autofagia celular.
Nesse mesmo sentido, o estresse metabdlico ao quais as células tumorais sao
expostas, como a privagdo de nutrientes e oxigénio, dispara também autofagia celular.
Nesse contexto, autofagia atua como um mecanismo que permite as células tumorais
sobreviverem e se adaptarem ao contexto prejudicial do estresse metabdlico, fornecendo
substratos energéticos necessarios a célula até que novos vasos sangiiineos se
desenvolvam na regidao tumoral. Porém, em um contexto inadequado, autofagia pode

acabar reduzindo a taxa de proliferagdo celular ou levando as células a morte celular
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autofagica, propriedade com potencial aplicagdo terapéutica. Por outro lado, dano ao
DNA e o estresse mitético aos quais as células cancerosas estdo expostas (devido a
defeitos moleculares em controladores da mitose e proteinas de reparo de DNA e a alta
taxa de proliferagdo das células tumorais) podem levar a formacao de células aneupléides
e/ou a falhas no processo mitético (alteragbes agrupadas sob o conceito de catastrofe
mitotica), podendo ou nao levar a morte da célula, como proposto por Vakifahmetoglu e
col [264].

5.3 - Relacdo e modulacéo entre mecanismos de morte celular

O advento do desenho racional de farmacos dirigido a alvos moleculares (rational
drug design) tem revolucionado o desenvolvimento de novas terapias, principalmente em
cancer. Assim, o conhecimento da biologia tumoral no sentido de entender a fungéo de
alvos moleculares especificos e os processos controlados por eles € cada vez mais
importante. Neste sentido, estudos em biologia tumoral cada vez mais se preocupam em
entender a relagao entre os mecanismos que favorecem a sobrevivéncia celular e os

mecanismos de redug&o da viabilidade e indugéo da regress&o tumoral.

A demonstracdo de que agentes classicamente caracterizados como indutores
de apoptose disparam também autofagia, e que esta autofagia tem um papel importante
no efeito global do composto, fez aumentar o interesse de pesquisadores na relagao entre
os mecanismos. Em GBM as duas abordagens mais importantes neste sentido foram a
indugao de autofagia por radiagao ultravioleta e por TMZ, classicamente descritos como
agentes pro-apoptoticos [224]. Isto é fundamental em fungcédo de células tumorais serem
resistentes a morte celular, especialmente células de GBM, que apresentam elevada
resisténcia intrinseca a apoptose. Somado a isso esta o fato de um composto antitumoral,
seja de uso clinico ou em desenvolvimento, invariavelmente modular mais de um alvo
molecular e, potencialmente, mais de um mecanismo celular [283]. Dessa forma, é
importante considerar tais interagcdes para racionalmente desenvolver protocolos de

tratamento para sensibilizar células tumorais a morte e aumentar a eficacia terapéutica.

O maior sucesso terapéutico de um composto desenvolvido para um alvo
especifico € o Imatinib®, um inibidor competitivo do sitio de ATP do receptor tirosina-
cinase BCR/ABL. O receptor BCR/ABL, constitutivamente ativo, &€ gerado a partir de uma
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translocagdo cromossomal (9:22), gerando o chamado Cromossomo de Filadélfia,
responsavel pelo desenvolvimento de mais de 90% dos casos de leucemia mieldide
crénica (LMC) [284]. Porém, cada vez mais tem sido descritos casos de pacientes com
LMC que passam a apresentar resisténcia ao Imatinib em fases tardias da doenca, seja
por mutagdes no sitio de ligagdo do BCR/ABL, seja pela resisténcia de células-tronco de
LMC ao composto. Em 2007, Ertmer e col descreveram a indugdo de autofagia pelo
Imatinib em células leucémicas [285], sugerindo que o disparo deste mecanismo atuaria
como parte do mecanismo citotoxico da droga. Recentemente, porém, em um trabalho de
Bellodi e col, foi demonstrado que esta autofagia €, na verdade, citoprotetora, uma vez
que o uso de inibidores de autofagia (farmacoldgicos ou através de iRNA) potencializou o
efeito do quimioterapico de uso clinico. Além disso, a combinagdo de inibidores de
tirosina-cinase (Imatinib, Dasatinib ou Nilotinib) com inibidores de autofagia resultou na
eliminacéo praticamente completa de células-tronco de LMC [284]. Assim, inibidores de
autofagia em um tratamento combinado de Imatinib teriam grande potencial terapéutico
contra este tipo tumoral, especialmente para reduzir os indices de resisténcia e

recorréncia tumoral.

- Autofagia e Apoptose: a mitocodndria em destaque

No presente trabalho, demonstramos que o Rsv induz autofagia, mas nao
apoptose e necrose, em células de linhagens de GBM humano in vitro, potencializando o
efeito pré-autofagico e citotéxico da TMZ. Entretanto, enquanto a autofagia induzida pelo
Rsv parece ter um papel citoprotetor, por induzir parada no ciclo celular e inibir o disparo
de morte apoptética, a autofagia induzida pelo co-tratamento Rsv + TMZ nao exerce este
efeito e sua inibigdo nao altera a toxicidade do tratamento, sugerindo que diferentes vias
de sinalizagao atuam no controle do processo autofagico nestes dois contextos.

Este aspecto € interessante e pode ser devido a dois processos potenciais. O
primeiro se deve pelo fato de o Rsv ter induzido, por si s6, aumento da proteina Bax e um
leve aumento nos niveis de caspase clivada. Dessa forma, mesmo induzindo autofagia,
uma sinalizagcdo inicial de apoptose estava presente na célula, ainda que inibida (ou
superada competitivamente) pelo processo autofagico. Por outro lado, o co-tratamento
poderia ndo induzir essa sinalizagao pro-apoptotica por si s6, de modo que, mesmo com a
inibicdo da autofagia seguida do co-tratamento, o processo de morte apoptética nao

ocorre.
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A segunda possibilidade é que poderia estar ocorrendo a autofagia preferencial
de alvos celulares, dependendo da via de estimulagdo do processo. Assim, a sinalizagao
de controle a montante da autofagia (as vias da AMPK, PI3k, entre outras — Fig. 7)
dirigiria um processo de macroautofagia que, apesar de ter o objetivo final comum de
degradagao de componentes celulares, atingira alvos celulares diferentes. Neste sentido,
interessantemente, a inibicdo da autofagia induzida por rotenona (inibidor do complexo |
da cadeia respiratéria) em células U87, utilizando 3-MA, reduz a toxicidade deste
composto [286]. Ou seja, para esta droga a autofagia parece ser parte do mecanismo
citotdxico, em oposi¢cao ao efeito observado aqui para o Rsv e demonstrando que, em
uma célula da mesma linhagem, a autofagia possui fungdes diferentes dependendo do
estimulo e/ou dos componentes celulares autofagocitados. Além disso, o co-tratamento
induziu niveis maiores de AVOs quando comparado aos tratamentos isolados, sugerindo
que Rsv e TMZ poderiam estar induzindo autofagia através de duas vias diferentes.

A autofagia preferencial de determinados componentes celulares foi descrita a
partir de uma analise protedémica para avaliar a dindmica protéica global em um estado de
privagdo de nutrientes por Dengjel e col [287]. Posteriormente, Kristensen e col
demonstraram que a autofagia de organelas induzida por privagéo de nutrientes ocorre de
maneira ordenada: inicialmente (até as primeiras 12 h de privagdo) ocorre a
macroautofagia de componentes celulares citosélicos, como complexos protéicos,
incluindo o proteassomo; entre 12 a 24 h de privagdo ha a macroautofagia de outros
componentes, como ribossomos e reticulo endoplasmatico (a chamada reticulofagia); e,
finalmente, a partir de 24 h, ha o disparo da macroautofagia mitocondrial (ou mitofagia)
[288], provavelmente para preservar a célula e evitar um desbalango energético ainda
maior. A indugdo de autofagia por um agente BH3-mimético em células de cancer de
colon, porém, induziu autofagia preferencial de mitocondrias ap6s 24 h de tratamento,
enquanto outros indutores de autofagia, como a rapamicina, induziram autofagia
inespecifica nestas células [289]. A macroautofagia preferencial de proteinas, por outro
lado, parece ser menos comum. Yu e col demonstraram que a inibigdo caspases dispara
autofagia preferencial da enzima ‘sequestradora’ de radicais livres catalase, seguido do
acumulo de espécies reativas de oxigénio e da morte celular ndo-apoptética [290]. Dessa
forma, a inducédo de autofagia de proteinas especificas poderia explicar as alteragdes na
quantidade de proteinas induzidas tanto pelo Rsv quanto pelo co-tratamento Rsv + TMZ,

levando as alteragbes de ciclo e proliferagao celular.

128



Da mesma forma que pelo estimulo da privagdo de nutrientes, outros agentes
pro-autofagicos podem induzir a autofagia preferencial, pela indugcdo de dano a algum
componente celular especifico. Como demonstrado por Elmore e col e outros [291],
fatores que induzem injuria mitocondrial induzem o englobamento da organela pelo
fagoforo, e degradagdo da mesma pelo processo de autofagia [292]. Neste contexto, a
autofagia atuaria no sentido de impedir a liberagdo de moléculas mitocondrias que
disparariam o processo apoptotico, como citocromo C, favorecendo a sobrevivéncia
celular. Por outro lado, a inibicdo de caspases em uma célula exposta a um estimulo pro-
apoptotico também dispara a autofagia preferencial de mitocondrias, enquanto outros
componentes celulares (aparato de Golgi, centriolos, membrana plasmatica, reticulo
endoplasmatico e nucleo) permanecem sem alteragdes [293]. O que podeira ocorrer,
neste caso, é uma tentativa de eliminar a “fonte” da sinalizagao pro-apotética celular, no
sentido de resgatar a célula da morte, mais uma vez caracterizando a autofagia como um
processo proé-sobrevivéncia celular. Neste sentido, cada vez mais se sabe que o controle
da permeabilidade mitocondrial, inicialmente descrito como tendo papel na apoptose,

exerce fungdes fundamentais também no processo de autofagia celular [294].

- Inibicdo da autofagia levando a apoptose

Como vem sendo descrito ao longo do trabalho, a mitocondria apresenta, além
do controle do metabolismo, um papel central nos mecanismos de morte celular,
principalmente mediado pela familia Bcl-2. Porém, a modulagdo entre autofagia e
apoptose, tal qual observado para o tratamento com Rsv, envolve ainda outros
mecanismos a montante das proteinas mitocondriais. Em células sanguineas, a clivagem
de Atg5 por calpaina (proteina ativada pela liberagdo de calcio intracelular apés estresse
do reticulo endoplasmatico, por exemplo) dispara apoptose nas mesmas. Por outro lado,
o silenciamento de Atg5 (e consequentemente a disrupgdo da autofagia) resulta em
resisténcia a quimioterapicos, enquanto a superexpressido sensibiliza células tumorais a
quimioterapicos, demonstrando um papel da proteina clivada na apoptose. Neste sentido,
a proteina Atg5 truncada se desloca para a mitocdndria, onde se associa como
antiapoptotico Bcl-x,, liberando Bax, induzindo a liberagdo de citocromo c e ativacao de

caspases com consequente apoptose [235]. Paralelamente, Xia e col demonstraram que
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apenas a inibicdo de calpaina através de iRNA, por si sO, é capaz de induzir autofagia
[295]. Como Bcl-x, interage com beclina-1 a nivel de mitocdndria, esta interagdo de Atg5
clivado com Bcl-x, poderia acabar induzindo ainda mais autofagia por liberar
competitivamente beclina-1. No presente trabalho, nds observamos aumento dos niveis
de Atg5 pelo Rsv, enquanto no contexto de indugdo de apoptose (Rsv + 3-MA) os niveis
de Atg5 na sua forma integra (55 kDa) se mostraram reduzidos, paralelamente ao
aumento dos niveis de Bax e caspase clivada. Neste aspecto, a manuten¢cdo de uma
determinada autofagia induzida pelo Rsv mesmo apés a inibicdo com o 3-MA, como

demonstrado aqui, poderia ser importante na inducido de apoptose por este tratamento.

A proteina beclina-1 também parece estar no centro da inter-modulagdo entre
apoptose e autofagia. Nos observamos aqui, que o nivel de expressao de beclina-1 nao
se alterou apos 48h de tratamento com o Rsv, enquanto houve clivagem e ativagéo de
caspase 3 e disparo de autofagia. Por outro lado, Wirawan e col mostraram, em um
modelo celular onde o processo autofagico precede o disparo da apoptose, que a
clivagem das proteinas beclina-1 e PI3k-classe lll por caspases inativa a autofagia e
dispara apoptose, através de um mecanismo de translocag¢ao subcelular do fragmento C-
terminal de beclina-1 a mitocdndria (via seu dominio BH3) e liberagdo de fatores pro-
apoptoticos mitocondriais [296]. Assim, € gerado um sistema de retroalimentagéo positiva
de apoptose a partir da clivagem de beclina-1.

Kanzawa e col demonstraram o efeito da indugdo de autofagia por TMZ em
células de gliomas U373. Neste contexto, a inibigdo da formagdo de autofagossomos
(utilizando o 3-MA) resgatou as células da morte celular, enquanto a inibicdo da fusdo dos
autofagossomos aos lisossomos (utilizando bafilomicina A1) disparou apoptose nestas
células, com ativacdo de caspase-3 e alteracdo da permeabilidade da membrana,
provavelmente pelo acumulo de autofagossomos imaturos e o aumento de radicais livres
[48]. Da mesma forma, Chen e col demonstraram a indugao de morte autofagica
independente de apoptose induzida por estresse oxidativo (peréxido de hidrogénio) em
células U87, de modo que a inibicado desta autofagia anulou a toxicidade exercida pelo
peroxido [297]. Interessantemente, aqui, a autofagia induzida por TMZ nao foi inibida por
3-MA em células U87, enquanto a sensibilidade das duas linhagens — U87 e U373 - a

indugao de autofagia por TMZ, por outro lado, foi bastante similar.
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- Modulacdo da apoptose levando a autofagia e acdo mitua dos mecanismos

Como descrito acima, autofagia e apoptose apresentam mecanismos de inibigao
reciprocos na maioria dos tipos celulares. Em oposicdo ao que foi citado na secao
anterior, a inibicdo da apoptose levando a autofagia € um evento que, ainda que
importante, € menos comum — provavelmente porque a apoptose é coordenada por uma
cascata de ativagao de proteinas (caspases) que, uma vez iniciada, & de dificil reversao e
cujo resultado final quase que invariavelmente é a morte da célula. Um estimulo
apoptotico pronunciado (dano ao DNA ou estimulagao da via extrinseca de apoptose, por
exemplo), porém, em um contexto de inibicdo da apoptose através do silenciamento de
Bax/Bak ou caspases, ativa o processo autofagico. Nestas circunstancias, a inibicao da
autofagia reduz a morte celular [269], como observado por nés para o tratamento com
Rsv. Da mesma forma, outras perturbagdes na maquinaria apoptotica, como a inibigao
farmacoldégica de cisteino-proteases (ndo apenas caspases, mas também calpaina), induz
morte celular autofagica em células de fibrosarcoma de camundongo e leucemias
humanas [298]. Ainda neste sentido, o tratamento com lipopolissacarideo (LPS) em um
contexto de inibicdo da apoptose dispara morte autofagica em células leucémicas,
enquanto a inibicao de beclina-1 através de iRNA reduz a toxicidade do LPS [299].

Os mecanismos moleculares de controle do processo autofagico por proteinas
classicamente envolvidas na apoptose foram descritos inicialmente por Yu e col. Neste
trabalho, o tratamento de fibroblastos murinos e células leucémicas com um inibidor de
caspases (zVAD) induziu a morte das células sem sinais tipicos de apoptose, mas sim
com sinais tipicos de autofagia, através da inibicdo especialmente de caspase 8
(controladora da via extrinseca de ativacdo da apoptose). A inibicdo da autofagia, tanto
farmacolégica quanto geneticamente (pelo silenciamento de Atg7 e beclina-1), por sua
vez, inibiu quase que totalmente a morte induzida por zZVAD [300]. Por outro lado, aqui, a
inibicdo da autofagia e da apoptose inibiu a toxicidade do Rsv a niveis similares ao
tratamento apenas com os dois inibidores, sugerindo a importancia fundamental dos dois
mecanismos na morte pelo Rsv.

Outras proteinas envolvidas na inducdo de autofagia a partir da inibicado de
apoptose sédo as proteinas da familia Bcl-2. A autofagia disparada por um agente
citotoxico (acido 3-nitropropidnico) induziu a degradagao de Bcl-2 liberando, assim, mais
beclina-1 para agir, formando uma retroalimentagado positiva de autofagia. Esta redugao

de Bcl-2 foi inibida pelo tratamento com um inibidor lisossomal, sugerindo, de fato, a
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degradacao desta proteina, mais do que uma redugéo da sua expressao. Por outro lado,
o tratamento com 3-MA reduziu a liberagao de citocromo C pelas mitocéndrias, sugerindo
um papel da autofagia neste processo [301]. Outro exemplo inclui células de cancer de
colon deficientes em PUMA e Bax que, apds exposi¢gdo 5-fluouracila (analogo de
pirimidina que induz dano ao DNA), disparam o processo autofagico [302]. Em células de
leucemia tratadas com vitamina K, a superexpressao de Bcl-2 inibe o disparo de apoptose
mas, por outro lado, ha um aumento dos niveis de autofagia celular, ainda que Bcl-2, em
niveis elevados, se ligue a beclina-1 [303].

Por outro lado, enquanto a grande maioria dos trabalhos descritos citam
apoptose e autofagia como mecanismos inibidores reciprocos, poucos trabalhos
descrevem tais mecanismos cooperando para o mesmo objetivo. Neste sentido, a
autofagia induzida por Bax e PUMA (mediador chave da indugdo de apoptose por p53
[304]) em células de osteosarcoma contribui para a apoptose destas células, por meio da
autofagia de mitocdndrias perturbadas pela presengca da proteina Bax na membrana.
Neste caso, a funcdo de PUMA na indugéo de autofagia depende de Bax e Bak, podendo
ser reproduzida pela superexpressao de Bax por si s6. E, surpreendentemente, a inibicao
da autofagia disparada por PUMA/Bax, através do silenciamento de Atg5, diminui a perda
mitocondrial e a morte apoptotica nestas células, caracterizando a autofagia, neste
contexto, como um mecanismo de toxicidade a célula, juntamente com a apoptose [305].

Por fim, como demonstrado aqui para o Rsv, outros agentes citotdéxicos induzem
caracteristicas fenotipicas tanto de apoptose quanto de autofagia, em diferentes tipos
celulares, incluindo protozoarios [306-307]. Nestes casos ambos mecanismos parecem
ser importantes para o efeito global dos agentes, mas ocorrendo de maneira tempo-
especificos e, com a vacuolizagdo autofagica ocorrendo previamente a morte apoptética
[308]. Demonstramos, aqui, que em 48h a dose de Rsv 30 uM induziu autofagia mas nao
apoptose em células de GBM. Um periodo de tempo maior de tratamento com Rsv, em
funcdo da alta resisténcia das células de GBM a apoptose, poderia disparar apoptose
nestas células, assim como ocorreu quando o processo autofagico foi inibido em células
U87, demonstrando que a maquinaria de apoptose € funcional. Efeito semelhante ocorre
para a TMZ em células de GBM, nas quais apos tratamento crénico com este agente

alquilante ha inducéo de apoptose [45].
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- Autofagia e Ciclo Celular

Cada vez mais a relagdo entre autofagia e ciclo celular vem sendo descrita.
Porém, de nosso conhecimento esta é a primeira vez que uma analise de autofagia, ciclo
celular e expressao de proteinas de ciclo celular é realizada. O ciclo celular é dirigido,
primariamente, pela sintese e degradagcdo de proteinas ciclinas, cujos niveis oscilam
coordenadamente. Neste sentido, a degradagdo de ciclinas dirigida pela autofagia,
especifica ou ndo, poderia alterar o balango de sintese e degradagdo que as ciclinas
sofrem naturalmente, levando a modulagdo do ciclo celular. Além disso, a autofagia
durante as fases de crescimento da célula (G1 e G2) provavelmente inibe a sinalizagao
positiva de passagem dos pontos de checagem existente ao final de cada uma destas
fases, que avalia o ambiente e o tamanho celular. Neste sentido, a inibicdo da progressao
pelo ciclo celular em fungéo de estresse energético ja foi descrita, e modulada pela via da
AMPK [203].

A indugao de autofagia e modulagéo de ciclo celular foi demonstrada para o Rsv
por Opipari e col em células de cancer de ovario, onde ocorreu o acumulo de células em
fase S do ciclo celular e autofagia [140], como demonstrado aqui em células de GBM.
Porem, neste e em outros trabalhos as analises dos dois mecanismos foram feitas sem a
avaliagado da relagao entre eles. Tasdemir e col, por sua vez, descreveram a autofagia de
mitocdndrias e reticulo dependente da dindmica do ciclo celular. Utilizando diversos
indutores de autofagia e analisando a agregacao de LC3-GFP em células de cancer de
coélon, os autores demonstraram que a indugao de autofagia ocorre preferencialmente nas
fases G1 e S do ciclo celular, enquanto os menores niveis se apresentam em células nas
fases G2 e M [289]. Aqui, em células U87, o tratamento com TMZ induziu um acumulo
acentuado de células na fase G2/M do ciclo celular (60% das células), enquanto induziu
agregacao de LC3-GFP em 40% das células. O tratamento com Rsv 30 uM e co-
tratamento com Rsv + TMZ, ambos por 48h, por sua vez, apresentaram uma distribuicao
no ciclo celular semelhante ao controle (com 71 e 66% de células em fase Gf1,
respectivamente) e agregacdo de LC3-GFP em 51 e 49% das células, respectivamente.
Rsv induziu acimulo de 25 e 28% de células em fase S em células U138 e U251,
respectivamente, com 22 e 23% das células apresentando desenvolvimento de AVOs. Ja
em U87 tratadas com Rsv, o acumulo de células em fase S foi de 18%, porém com

desenvolvimento de AVOs em 46% das células. Agrupados, estes dados indicam que em
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células de GBM, apesar de haver uma tendéncia de células em fase G1 desenvolverem
niveis mais elevados de autofagia, ndo parece haver uma fase preferencial para indugéo
de autofagia pelo Rsv, ao contrario das células de cancer de célon, especialmente com
relacdo a fase S do ciclo celular. Possivelmente isto tenha relagdo com o conteudo
autofagocitado e a sinalizagao dos pontos de checagem do ciclo celular no contexto de

cada tratamento, como citado previamente.

Ainda, Tasdemir e col realizaram uma analise de correlagao entre expressao de
ciclinas e formacdo de autofagossomos, demonstrando uma pequena correlagao entre
expressao de ciclina A e células com vacuolos LC3-GFP positivos. Porém, & importante
notar que neste trabalho nenhum dos agentes pré-autofagicos alterou a dindmica do ciclo
celular, ao contrario do Rsv e TMZ. Assim, nenhuma relagdo de parada no ciclo celular
com autofagia, bem como analise de proteinas de ciclo celular foi realizada pelos autores.
Aqui, o tratamento com Rsv induziu um aumento dos niveis de ciclina A, paralelamente ao
aumento dos marcadores de autofagia, mas ndo necessariamente de forma relacionada.
De nosso conhecimento, o presente trabalho é o primeiro a descrever a relagdo, mesmo
que indireta, entre a dindmica temporal de parada no ciclo celular, autofagia e a
expressao protéica relacionada ao ciclo celular.

Além disso, de acordo com os dados obtidos por nés, Tasdemir e col em outro
trabalho demonstraram que a indugédo de autofagia mediada pela inibicdo de p53 - o que
ja havia sido demonstrado anteriormente [309] - facilita a parada no ciclo celular mediada
por esta proteina em células de cancer de colon [79]. Porém, esta autofagia parece
ocorrer principalmente na fase G1 e menos durante a fase S. Aqui, 0 acumulo de células
em fase S/G2 induzido pelo Rsv em células U87 (p53 wt), se mostrou autofagia-
dependente. Porém, células p53 negativas (U138 e U251), que apresentaram niveis
menores de autofagia, sofreram um acumulo ainda maior de células em fase S. Estes
dados sugerem que o acumulo de células em fase S apés tratamento com Rsv n&o deve
ser mediado por autofagia induzida por p53 [206].

Outro gene importante na relagdo de p53 e autofagia € o gene DRAM (gene
modulador de autofagia regulado por dano), alvo transcricional de p53, que atua ativando
0 processo autofagico em resposta a dano ao DNA. Neste sentido, a relagédo de ciclo e
autofagia avaliando estabilidade cromossémica (caracteristica diretamente modulada por
p53) foi demonstrada, de maneira bastante interessante, por Mathew e col. Neste

trabalho, a disrup¢cdo da autofagia por abordagens genéticas e farmacoldgicas gerou
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instabilidade cromossémica nas células. Os autores atribuiram este efeito ao papel da
autofagia na manutencdo do metabolismo celular em situagbes de estresse metabdlico,
uma vez que a inibicdo na autofagia levou a um desbalango energético acompanhado por
dano ao DNA, amplificagdo génica e aneuploidia celulares [220]. Esta relagcdo de
autofagia e estabilidade genética caracterizaria o processo autofagico, mais uma vez
como um mecanismo antitumoral endégeno, e poderia explicar o fato de porque o gene
beclina-1 atua como um gene supressor tumoral. Além disso, a autofagia poderia atuar
nao apenas favorecendo a sobrevivéncia das células tumorais em situacbes de estresse
metabdlico, permitindo sua recuperacdo apds o periodo estressor, mas potencialmente
favorecendo a manutengao destas células, ja que células tumorais apresentam expressiva
instabilidade genética. Tasdemir e col e outros sugerem que p53 possa ter um papel
nesta protecao da autofagia ao DNA contra agentes genotoxicos [68, 206].

De maneira complementar, uma série de artigos demonstrou que uma proteina
supressora tumoral associada a resisténcia contra radiagdo, UVRAG, favorece o
desenvolvimento da autofagia e suprime a proliferagcdo e tumorigenicidade de células
tumorais, tanto pela ligagéo a beclina-1 no complexo que esta forma com PI3k classe Il
[310], quanto pela participagcédo na ligagdo de outras proteinas ao complexo, como Bif-1
[311]. UVRAG ¢é fundamental ainda para o processo de maturagcdo e trafego de
autofagossomos quando da fusdo destes com lisossomos, juntamente com o complexo
Vps classe C, formando o complexo UVRAG-complexo-C-Vps lll. A perda de UVRAG e
Bif-1 suprime a formagao dos autofagossomos e, a delecédo deste ultimo, a semelhanga
de beclina-1, aumenta a incidéncia de tumores espontdneos em camundongos [312].
Agrupados, estes dados sugerem, mais uma vez, que autofagia auxilia na manutencao da
estabilidade genbmica celular e exerce um papel importante como mecanismo
quimiopreventivo.

Aqui, Rsv induziu altos niveis de autofagia acompanhado por um baixo indice de
dano ao DNA, porém acompanhado de alteragdes morfométricas nucleares que sugerem
a inducdo de catastrofe mitética. Porém, diferentemente do trabalho de Mathew e col, no
presente trabalho as células ndao foram expostas a situagao de estresse metabdlico, que
causaria dano ao DNA principalmente pelo aumento da producéo de radicais livres. Aqui,
0 aumento da autofagia pelo tratamento de Rsv e TMZ nao foi acompanhado por redugao
do dano ao DNA provocado pelo agente metilante. Além disso, em oposi¢do ao
demonstrado por Mathew e col, o co-tratamento de Rsv + TMZ induziu alteracbes

morfométricas nucleares extensas, sugerindo uma instabilidade genética elevada, apesar
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dos altos indices de autofagia. Assim, provavelmente a autofagia aumente a estabilidade
genética em situagdes onde ha dano ao DNA a partir de alguma alteragdo celular,
atuando na “fonte” geradora das moléculas de dano (como uma mitocondria danificada,
por exemplo), mais do que atuando no sentido de reparar algum dano. Dessa forma, dano
ao DNA induzido por agentes externos (por ex., agentes alquilantes ou intercalantes de
DNA) nao deve ser reduzido pela autofagia celular. Além disso, a autofagia de um
elemento celular danificado, além de eliminar a origem do dano, provém fontes de energia
para o processo de reparo de DNA, que despende elevados niveis de ATP. Porém,
quando o dano ao DNA ¢é muito elevado e irreparavel, autofagia deve atuar acelerando a
morte celular em resposta a ativagdo de p53, evento que poderia estar ocorrendo em

células U87 expostas ao co-tratamento Rsv + TMZ [68].

- Mitocdndria e Ciclo

A progressao do ciclo celular depende invariavelmente do metabolismo e do
crescimento celular, principalmente com relagdo a passagem pelo ponto de checagem de
G1. Em células U87, Rsv induziu disrupgao do ciclo celular dependente de autofagia em
24h, enquanto em 48h as células apresentaram distribuicdo normal, porém, com redugao
da expressdo de todas as ciclinas. O Rsv poderia estar induzindo autofagia de
mitocdndrias, como demonstrado para inibidores do complexo Il da cadeia respiratoria,
que prolongam a duracio de cada fase do ciclo [313]. Assim, o estresse metabdlico pelo
qual a célula estaria passando levaria a parada no ciclo celular, talvez mediada por AMPK
[203]. Isto explicaria também o efeito do Rsv em aumentar a longevidade de animais em
modelos murinos, a semelhanga de dietas com restricdo calérica, através da reducdo do
metabolismo e da proliferagado celular pela indugdo de autofagia. Como células tumorais
apresentam metabolismo bastante acelerado, uma redu¢do do mesmo pelo Rsv reduziria

a proliferacao celular.

Como segunda possibilidade, as células poderiam estar sofrendo uma parada
em G1 ap6és 48h do tratamento com Rsv, hipétese favorecida em fungédo da redugao de
ciclina D1 em 48h. Esta parada poderia ocorrer em fungdo da autofagia elevada, o que
sinalizaria negativamente no ponto de checagem de G1; ou devido a catastrofe mitética
detectada ja em 24 e 38h de tratamento com Rsv, gerando uma célula inviavel e incapaz

de prosseguir no ciclo celular.
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- Resveratrol, Ciclo celular e DNA

No capitulo 1, demonstramos que o Rsv induz autofagia em células de GBM, e
que esta autofagia atua no sentido de induzir um acumulo de células nas fases S/G2 do
ciclo celular. A ativagdo dos pontos de checagem de S e de G2 usualmente ocorre por
algum defeito na replicagdo do DNA (como alteragdo funcional em alguma proteina da
forquilha de replicagdo, como topoisomerases, DNA helicases ou DNA polimerase,
gerando danos ou regides incompletas), algum dano induzido no DNA apés a replicagao
ou alguma perda de fungao de proteinas envolvidas na passagem para a fase seguinte. A
acado do Rsv tanto interagindo diretamente com o DNA como modulando proteinas
envolvidas na replicagdo do DNA ou no reparo de lesbes é bastante ampla [314]. Se, por
um lado, Rsv nao intercala entre as fitas do DNA (mecanismo de agao de quimioterapicos
classicos, como a doxorubicina) [315], a interagéo direta e indugédo de clivagem do DNA
pelo Rsv, nas doses de 10 e 25 uM, foi demonstrada em 1998 por Fukuhara e col [316] e,
posteriormente, por Usha e col [317], em ensaios in vitro utilizando plasmideos como alvo.
Além da interacdo, Rsv pode induzir dano ao DNA através da inibicdo da enzima
topoisomerase Il [318], a semelhanga com o mecanismo de agao do quimioterapico
classico etoposideo [319], além de inibir a atividade de topoisomerase |, entre outras
acdes [314]. Além disso, é importante lembrar que o Rsv interage diretamente com a DNA
polimerase alfa e delta inibindo a sintese de DNA, e que analogos de Rsv nos quais o
grupamento que interage com a DNA polimerase € removido apresentam toxicidade
bastante reduzida com relagdo ao Rsv com o grupamento [320-321].

Rsv por si s6 induziu um pequeno indice de dano ao DNA em células U87 apéds
20h, potencialmente gerando, juntamente com a indu¢do de autofagia, o acumulo de
células em fase S/G2 observado em 24h. No que diz respeito a sinalizagdo de ciclo
celular, duas hipotese sao possiveis. A hipotese mais viavel € que Rsv esteja inibindo a
atividade da fosfatase Cdc25A, que defosforila Cdc2 na Tyr 15 e permite a ativagdo do
comlpexo ciclina B-Cdc2 (o complexo se forma quando Cdc2 é fosforilada em tyr15, mas
permanece inativo até o momento da defosforilagao) [322]. Esta hipdtese é reforgada pelo
aumento dos niveis de pCdc2 (Y15), uma vez que apesar do aumento dos niveis de

ciclina B pelo Rsv a defosforilagdo de pCdc2(Y15) é o evento dominante nesta etapa de
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progressao do ciclo. De maneira bastante semelhante, Rsv induz autofagia e parada em
fase S induzida pelo em células de cancer de ovario, por ativagdo da via ATM-Chk1/2,
que culmina com a fosforilagéo inibitéria de Cdc25A [323]. Aqui, nés observamos que o
pequeno dano ao DNA causado pelo Rsv é suficiente para induzir ativacdo de ATM,
suportando nossa hipotese. A outra hipotese € que a célula, mesmo com o dano ao DNA
e a fosforilagdo de Cdc2, é forgcada a seguir no ciclo celular pelo grande aumento de
ciclina B, que poderia interagir com outra CDK e acabar levando a célula a superar o
ponto de checagem de G2. Dois aspectos favorecem esta segunda hipotese: o fato de,
em 48h, a distribuicdo das células tratadas com Rsv voltar a um padrdo semelhante ao
controle; e o fato de células tratadas com Rsv apresentarem alteragcbes morfométricas
nucleares de catastrofe mitética. Finalmente, além do ponto de checagem de G2, algumas
destas proteinas participam de um ponto de checagem interno da fase S. A sinalizagao
que controle este ponto de checagem € ainda pouco conhecida e contraditéria. Enquanto
alguns estudos demonstram ser dependente de Chk1 mas independente de ATM [324],
Cdc25A e CDK2 [325] (que se associa a ciclina E para promover a passagem de G1 para
S), outros citam que estas proteinas sdo fundamentais, seja sinalizando para inibigao ou
passagem pelo ponto de checagem [326].

Por outro lado, o efeito molecular do Rsv isolado n&o se aplica no contexto do co-
tratamento, ja que as células n&o sofrem parada no ciclo celular e, ao contrario, desviam a
parada no ciclo celular induzida pela TMZ. De maneira semelhante, em uma linhagem
celular linféide Rsv isolado induziu dano ao DNA, retardo no ciclo celular em fase S e
apoptose. Porém, quando combinado a radiacédo, Rsv inibiu a parada no ciclo celular,
mas, ao contrario dos nossos dados, com redugdo da morte celular [327]. No nosso
estudo, sabendo que o Rsv aumenta a expressao da proteina de reparo MGMT em
linfocitos, a primeira hipotese testada foi a de que o Rsv estaria induzindo o reparo do
dano induzido pela TMZ e, assim, revertendo a parada no ciclo induzida pelo agente
alquilante [328]. Porém, a inibicdo da parada no ciclo celular induzida pela TMZ nao
envolveu nem a reducdo da formagdo do dano ou aumento do reparo, nem o
reconhecimento do dano pelo complexo MRN (Mre11-Rad51-NBS1) [329], uma vez que a
proteina ATM, na sua forma fosforilada ativa, se mostrou até mesmo aumentada com
relacdo ao tratamento apenas com TMZ. Porém, a jusante da proteina ATM ha inumeras
proteinas que induzem, em ultima analise, a parada no ciclo celular, agrupadas em duas
vias de sinalizagdo principais: ATM/ATR-Chk1/2-Cdc25A-Cdc2 e ATM/ATR-p53-
p21/GADD45-Cdc2. Hirose e col demonstraram que p53 nao é importante para a indugao

138



de parada pela TMZ [47], e que a parada ocorre pela via que envolve Cdc25A em células
U87 [46]. Nos observamos que, apesar da ativacdo de ATM, a fosforilagao inibitéria na
tirosina 15 de Cdc2 desaparece, o que faria com que a célula superasse o ponto de
checagem de G2 apesar do elevado indice de dano ao DNA presente. Resveratrol
também poderia estar inibindo Chk1 ou Chk2, entretanto, a Unica referéncia neste sentido
retrata a ativagao de Chk1/2 por Rsv, em células de cancer de ovario [330]. Na sequéncia
racional da via, Rsv poderia estar inibindo Cdc25AC através da inibicdo das fosfatases
que defosforilam e ativam esta proteina, que por sua vez defosforila Cdc2(Y15) e permite
a passagem de G2-M. A agado de Rsv em Cdc25AC foi mostrada em células de cancer de
ovario onde, de forma contraria a hipétese citada, Rsv induz diminuicdo da atividade de
Cdc25A (forma fosforilada) via Chk1/2. Por outro lado, o que foi observado aqui € que o
co-tratamento reduz consideravelmente os niveis de ciclina D1. Esta reducdo poderia
fazer com que a célula sofresse uma parada no ciclo celular no ponto de checagem de G1
e, assim, ndo alcancasse as fases S e G2. Porém, o aumento de pRb (S807/811) vai
contra esta ultima hipétese, uma vez que ciclina D1, responsavel pela fosforilagao de pRb
quando da formacao do complexo com CDK4/6, aparece diminuida [331].

Kandel e col, por sua vez, descreveram que a superexpressao de Akt ou a perda
de PTEN induzem o “desvio” da parada em G2/M, acompanhado da reducdo da atividade
de Cdc2 [332]. Isto sugere um papel da via PI3k/PTEN/Akt na transigdo G2-M. Aqui, ao
contrario, nés observamos que Rsv reduz a atividade de Akt em células de GBM,
enquanto a consequéncia do desvio da parada no ciclo é a catastrofe mitética celular,
sugerindo que este processo ocorra independente da via da Akt.

- Ciclo e Catéastrofe Mitética

Agentes alquilantes indutores de dano ao DNA eram classicamente conhecidos
como indutores de apoptose. O conhecimento acerca de mecanismos de morte celular e o
desenvolvimento de novos farmacos mostraram que, na verdade, nem sempre ocorre
apenas morte celular apoptoética apds injuria ao DNA e disrupgéo do ciclo celular. Neste
sentido, o estudo da toxicidade da TMZ teve uma importancia consideravel. Diversos
trabalhos demonstraram que TMZ exerce seu efeito citotdxico, além da apoptose (em
células de glioma) [333], através, de senescéncia em células de melanoma [334] e

gliomas [47] e autofagia e catastrofe mitotica em células de glioma [48].
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Da mesma forma, aqui TMZ nao induziu apoptose em células de GBM. No co-
tratamento com Rsv, o desvio da parada induzida por TMZ em G2/M levou as células a
catastrofe mitdtica. Esta catastrofe mitética foi acompanhada por acumulo de ciclina B,
reducdo de ciclina D1, e reducdo de pCdc2(Y15). Este evento ndo é especifico para o
tratamento com TMZ, uma vez que lanzini e col demonstraram que células U87
transduzidas com um adenovirus contendo uma sequéncia dominante negativa de p53,
apos exposicdo a radiacdo, desviavam a parada no ciclo celular em G2/M e sofriam
catastrofe mitética com acumulo de ciclina B e aumento da toxicidade com relacdo a
células p53 wt [266], como observado aqui para o co-tratamento. Em pacientes, a
combinagao de TMZ e radioterapia apds a cirurgia é o tratamento de primeira linha contra
GBM. Kil e col avaliaram a radiosensibilizacdo induzida pela TMZ in vitro.
Interessantemente, o co-tratamento ndo induziu niveis maiores de apoptose ou acumulo
de células em G2/M, mas sim indices maiores de catastrofe mitética em células U251,
com efeito citotoxico aditivo demonstrado também em um modelo in vivo [267]. Dessa
forma, todos estes dados sugerem que a utilizagao de combinacgdes de drogas indutoras
de dano e inibidores da parada no ciclo poderia ser uma alternativa promissora para o
tratamento de GBM [335].

Em fungdo do crescente conhecimento da eficiéncia da indugdo de catastrofe
mitotica em células de GBM, recentemente Mir e col realizaram uma anélise in silico
avaliando os mecanismos moleculares de controle deste evento nestas células. Os
autores identificaram que a proteina Wee-1, principal reguladora do ponto de checagem
de G2/M nestas células pela fosforilagdo inibitéria de Cdc2 [336], é superexpressa em
GBM e a principal mediadora da indugéo de catastrofe mitética. A inibigdo farmacoldgica
ou genética de Wee-1 induz morte celular catastréfica e radiosensibiliza células de GBM
in vivo, tendo potencial aplicagcdo terapéutica contra GBM [337]. Um unico estudo
avaliando a modulagao de Wee-1 por Rsv, em células de cancer de célon HT29, porém,

ndo mostrou alteracéo pelo Rsv (100 uM) [322].

Uma série de trabalhos do grupo coordenado por Russel O. Pieper avaliou o
mecanismo de agado da TMZ em células de GBM in vitro. Os autores demonstraram que o
co-tratamento de TMZ com um inibidor de Chk1, UCN-01 (em teste de fase clinica contra
diversos tipos tumorais, em combinagbes com agentes indutores de dano ao DNA) [338],
aumenta a toxicidade da TMZ em 5 vezes através da reversido da parada no ciclo celular
induzida pela TMZ, reducdo da senescéncia e indu¢cdo de catastrofe mitética. Esta
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observagao sugere, ainda, que catastrofe mitética € um mecanismo de morte promissor e
mais eficiente do que senescéncia. Assim, os autores demonstraram que a parada no
ciclo celular induzida pela TMZ atua como mecanismo citoprotetor, conferindo a célula a
alternativa de reparo do dano [46], através do mecanismo de reparo de pareamento
incorreto (MMR).

Em células de melanomas, a inducdo de parada em G2/M pela TMZ foi
acompanhada pelo acumulo de p53 e p21, e a inibicdo de p53 usando o composto
pitrifina, seguido do tratamento com TMZ resultou em reversdo da parada. Porém, esta
reversao foi seguida de aumento da viabilidade celular, ao contrario do demonstrado aqui
e sugerindo que a parada no ciclo celular pode ter papel diferente dependendo do tipo
celular. Por outro lado, a expressao de MGMT se mostrou inversamente proporcional a
inducao de senescéncia, ou seja, quanto maior a expressdao de MGMT e menor o dano ao
DNA, menos senescéncia é induzida nas células [334]. O perfil de expressao de MGMT
descrito para as linhagens na literatura foi comprovado aqui. A linhagem U138, que
apresenta elevada expressdo da enzima, se mostrou resistente a parada em G2/M
induzida pela TMZ, porém, TMZ induziu uma redugéo significativa no numero celular,
demonstrando que a parada no ciclo celular pela TMZ nao é fundamental para a
toxicidade do alquilante. Por outro lado, a parada no ciclo celular pela TMZ foi
independente de p53, ja que células U251 também sofreram acumulo em G2/M apds o
tratamento. Da mesma forma, Hirose e col demonstraram que p53 nao é importante para
a parada no ciclo, mas sim para a manuten¢do da parada a longo prazo e, ainda, que
células deficientes em p53 sofrem uma parada apenas transitéria, seguida de catastrofe
mitética [47]. E, assim como células U87, nossos dados indicam que células U251
expostas ao co-tratamento também desviam a parada em G2 induzida pela TMZ,
demonstrado que este evento &, de fato, p53-independente. O papel de p53 na
sensibilidade a TMZ foi mostrado, ainda, por Wei Xu e col. Neste trabalho, a inibicao de
p53 sensibilizou células U87, bem como outras linhagens de glioma astrocitico (A172 e
D54) a TMZ. Esta sensibilizagao foi mediada pela falha na indugéo de p21, o que anulou a
parada prolongada em G2/M pelas células [339].

Uma segunda via envolvida na ativagao do ponto de checagem de G2 induzida por
agentes alquilantes de DNA é a via da MAPK p38. Hirose e col demonstraram,
inicialmente, que o tratamento com TMZ induz aumento na expressao de p38 em células

proficientes no sistema de reparo MMR, mas ndo em células deficientes neste sistema,
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estabelecendo um papel de p38 na sinalizacdo de MMR a parada em G2/M. Este
aumento de p38 em células proficientes foi associado com inativagcdo de Cdc25AC e
acumulo de pCdc2 (Y15), levando a parada em G2/M do ciclo celular. Este evento foi
inibido com a utilizagao de inibidores de p38, induzindo mais uma vez aumento de células
em catastrofe mitética, o que poderia estar sendo desempenhado pelo Rsv no caso do co-
tratamento com TMZ [340]. Posteriormente, estes mesmos autores demonstraram que
p38 age, na verdade, cooperativamente a Chk1 na indugdo da parada em G2/M:
enquanto p38 tem papel principalmente na iniciagdo da parada, Chk1 & importante para a
manutengcdo da parada, sendo a inibicdo de qualquer uma das vias uma alternativa
terapéutica promissora de aumento da toxicidade da TMZ [341]. Entretanto, todos os
dados da literatura apontam para a indugdo de p38 pelo Rsv malignas [342-344], nao

havendo relatos na literatura do efeito do Rsv em p38 em células de GBM.
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6. HIPOTESES FINAIS
6.1 — A HIPOTESE DO RSV

Em um contexto de tratamento apenas com o Rsv por 24h (Figura 10A), ha
indugdo de autofagia e acumulo de células em fase S-G2/M do ciclo celular de modo
autofagia-dependente, além de um sinal pré-apoptotico leve, que é suprimido
dominantemente pela autofagia. Além disso, apés 38 e 48 h de tratamento, células
apresentam caracteristicas nucleares tipicas de catastrofe mitética e a distribuicdo no
ciclo celular € normal em relagcdo ao controle (ndo mostrado no esquema). Em um
contexto no qual a autofagia é inibida (Figura 10B), apoptose é disparada nas células e o
acumulo de células em S-G2/M desaparece, acompanhado por uma redugéo leve no
numero de células.

Recentemente, a indugdo de senescéncia dirigida por autofagia foi demonstrada
por Young e col e outros [345-347]. Dessa forma, a senescéncia induzida por Rsv 25 uM
cronicamente em células de glioma de rato C6, demonstrada pelo nosso grupo, pode
apresentar mecanismo semelhante de indugédo de senescéncia mediada por autofagia. O
papel da parada no ciclo prévio a indugéo de senescéncia também ¢é descrito para o Rsv,
em células de cancer de colon [141]. Da mesma forma, aqui, talvez a indugéo da parada
no ciclo mediada por autofagia tenha papel fundamental na indugdo de senescéncia e

toxicidade do Rsv a longo prazo em células de gliomas (Figura 10C).
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Figura 10 — Hip6tese do mecanismo de toxicidade do Rsv.
Modelo do mecanismo de agdo do Rsv 30 uM por 24h em contexto
sem inibicdo da autofagia (A) e com inibicdo da autofagia por 3-
metiladenina (B). Em (C), modelo hipotético do mecanismo de
acéo do Rsv a longo prazo em células de glioma, com inducao de
senescéncia mediada por autofagia. Setas verdes indicam
indugdo, enquanto sinais de bloqueio (em vermelho) indicam
inibigdo do mecanismo. Flechas para cima e para baixo antes dos
nomes das proteinas indicam aumento e diminui¢cdo da quantidade
de cada proteina, respectivamente, de maneira relativa. Sinal na
horizontal ( - ) indica nenhuma alteragdo na quantidade protéica.
Cic — ciclina.
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6.2 - HIPOTESE DO CO-TRATAMENTO TMZ + Rsv

No modelo do tratamento com TMZ (Figura 11A), guaninas s&o metiladas e levam
ao pareamento incorreto com timinas, na replicagéo seguinte do DNA. Isto acaba levando
a quebras no DNA e ativagdo do complexo MRN de deteccdo de dano ao DNA. O
complexo MRN, por sua vez, fosfoativa a proteina ATM que fosforila as Chk1/2, as quais
fosfoinibem a proteina Cdc25A. Esta, por sua vez, ndo exerce sua agao de fosfatase
sobre pCdc2, a qual se mantém fosforilada em Tyr15 (pela cinase Wee-1), impedindo a
acao do complexo ciclina B/Cdc2. Isto leva a parada no ciclo celular em aproximadamente
65% das células, além do desenvolvimento de autofagia e apoptose das células mais
sensiveis (17% da populagéo celular). A redugdo do numero de células, neste contexto,
foi de 18% com relagéo ao controle.

No modelo da Figura 11B, do co-tratamento de Rsv com TMZ, o dano ao DNA
pela TMZ, bem como o reconhecimento deste dano e fosfoativacdo de ATM estédo
normais. O Rsv deve agir em alguma proteina a jusante de pATM, como Chk1/1
(inibindo), Cdc25A (ativando) ou Wee-1 (inibindo), o que explicaria a redugédo dos niveis
de pCdc2 (Y15) observados no co-tratamento. Assim, as células apesar do dano
prosseguiriam no ciclo celular, levando a catastrofe mitética. Por outro lado, os indices de
autofagia se mostraram ainda maiores, ainda que nao diretamente relacionados a
toxicidade do co-tratamento, enquanto os niveis de apoptose se mostraram semelhantes
a TMZ isolada (15%). Neste contexto, a redugcdo do numero de células com relagao ao
controle foi de 60%, demonstrando a eficiéncia do mecanismo de catastrofe mitdtica em

reduzir o nimero de células de GBM.
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Figura 11 — Hip6tese do mecanismo de toxicidade do co-tratamento Rsv + TMZ.
(A) Contexto do tratamento apenas com TMZ 100 uM por 48h, com indugédo de dano
ao DNA, ativagao da via ATM-Chk1/2-Cdc25 e inibigdo do complexo ciclina B/Cdc2,
com acumulo de células em S-G2/M. (B) Contexto do co-tratamento de TMZ 100 uM
e Rsv 30 uM (representado pela estrutura primaria polifendlica, presente exercendo
potencial efeito sobre as proteinas Chk1/2, Cdc25 e Wee-1), no qual a fosforilagao
inibitéria na tirosina 15 de Cdc2 é reduzida e ha o disparo de catastrofe mitética.
Outros mecanismos de morte celular também sao indicados. Flechas indicam indugao
(ou ativagao), enquanto sinais de bloqueio (em vermelho) indicam inibigao.
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7. CONCLUSOES

Dessa forma, seguem abaixo as principais conclusées obtidas no presente

trabalho.

a. A autofagia exerce papel central no mecanismo de agdo do Rsv em células
de GBM. Autofagia exerce um papel citoprotetor, modulando negativamente e
de forma dominante a indugdo de apoptose pelo Rsv e atuando de maneira

fundamental para a disrup¢ao do ciclo celular causada pelo polifenol;

b. Por outro lado, o mecanismo de toxicidade central do co-tratamento de Rsv e
TMZ é a modulagado da sinalizagdo de controle do ciclo celular e indugéo de
catastrofe mitotica.

Assim, autofagia parece ter um papel central na biologia de GBMs. Ensaios in
vivo avaliando a interagdo entre os mecanismos de proliferagdo e morte celular avaliados
aqui in vitro devem ser realizados, a fim de permitir o desenvolvimento de terapias
racionais que modulem tais mecanismos. Ainda, a indugado de catastrofe mitética se
mostrou um mecanismo bastante eficiente em reduzir o numero de células de GBM,

apresentando grande potencial terapéutico.
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8. PERSPECTIVAS

Diversas hipoteses foram geradas a partir dos dados obtidos aqui. Como

principais perspectivas do presente trabalho temos:

Vi.

Vii.

Validar o papel da autofagia induzida por Rsv: para isso, inibir autofagia
especificamente através de iRNA para a proteina beclina utilizando
ferramenta lentiviral;

Avaliar os processos de autofagia induzida por Rsv e pelo co-tratamento
com TMZ no que se refere ao conteudo dos autofagossomos, focando na
indugado de mitofagia e no estresse metabdlico sofrido pela célula; neste
sentido, outra perspectiva & avaliar alteracbes na permeabilidade
mitocondrial induzidas pelo Rsv e o papel deste processo na toxicidade
do Rsy;

Avaliar o mecanismo que dirige a modulagado entre autofagia e ciclo no
tratamento com Rsv, focando em como a inibicdo da autofagia altera os
niveis de ciclina e outras proteinas envolvidas no controle do ciclo celular
observadas aqui;

Avaliar a modulagdo entre autofagia e ciclo celular em outros tipos
celulares, como células de cancer de colon e pancreas, bem como em
células de GBM expostas a outros compostos citotoxicos, principalmente
TMZ;

Estudar a sinalizagcdo celular que leva a catastrofe mitética pelo co-
tratamento de Rsv e TMZ, focando na expressao e ativacdo de Chk1/2,
Cdc25, Wee-1;

Avaliar o papel da autofagia no efeito do tratamento com Rsv a longo
prazo, para testar a hipotese da indugdo de senescéncia mediada por
autofagia;

E, finalmente, realizar estudos tanto do efeito do Rsv como do co-

tratamento de Rsv com TMZ em modelos de GBM in vivo.
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FIGURAS SUPLEMENTARES

Figura Suplementar 1 — Via da MAPK/Erk. Setas indicam ativagdo, enquanto sinais fechados
indicam inibicdo. As cores das proteinas ndo tém relevancia para o entendimento da via de
sinalizagdo. Obtido de: http://www.cellsignal.com/pathways/map-kinase.jsp  (acesso em

10.12.2010).
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Figura Suplementar 2 — Via da PI3k/Akt. Setas indicam ativagdo, enquanto sinais fechados
indicam inibicdo. As cores das proteinas ndo tém relevancia para o entendimento da via de
sinalizagdo. Obtido de: http://www.cellsignal.com/pathways/akt-signaling.jsp  (acesso em

10.12.2010).
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Figura Suplementar 3 — Via de controle mitocondrial da apoptose. Setas indicam
ativagdo, enquanto sinais fechados indicam inibicdo. As cores das proteinas ndo tém relevancia
para o] entendimento da via de sinalizagao. Obtido de:
http://www.cellsignal.com/pathways/apoptosis-signaling.jsp (acesso em 10.12.2010).
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Figura Suplementar 4 — Sinalizagcdo do ponto de checagem de G2-M. Setas indicam
ativacao, enquanto sinais fechados indicam inibicdo. As cores das proteinas n&do tém relevancia
para o entendimento da via de sinalizacdo. Obtido de: http://www.cellsignal.com/pathways/cell-

cycle.jsp (acesso em 10.12.2010).
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