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RESUMO

Gliomas séo tumores do Sistema Nervoso Central, originados de células
gliais. Caracterizam-se por sua alta invasibilidade e proliferacdo, além de
quimio e radiorresisténcia e altos indices de recorréncia e morte. Evidéncias
recentes sugerem que esses gliomas apresentam uma populacdo de células
tronco tumorais que estariam envolvidas na sua resisténcia a terapias. A
linhagem celular de glioma humano U87 caracteriza-se por formar esferas
quando em cultura e essas esferas sao enriquecidas em células tronco
tumorais. Temozolomida (Tmz) é um anti-tumoral utilizado na terapia de
diversos tumores, inclusive gliomas. Resveratrol (Rsv) e Quercetina (Quer) séo
polifendis encontrados em diversas plantas, como a uva, também estando
presentes no vinho tinto. Esses polifendis possuem diversos efeitos como:
neuroprotecao, anti-inflamatério, anti-oxidante, prote¢do cardiaca, entre outros.
Nosso objetivo foi avaliar a influéncia da Tmz, do Rsv e da Quer na formacéo
de esferas em cultura de células U87. Células foram cultivadas em condic&o
padrao com 5% de SFB. Ensaio de formacdo de esferas foi realizado
semeando 750 e 1000 células em uma placa de 96 pogos, com diferentes
tratamentos (Rsv 10 uM, Tmz 5 yM e Rsv 10 uM + Tmz 5 yM) ou entéo 750,
1125, 1700 e 2500 células foram semeadas e tratadas com Rsv 10 uM + Quer
25 uM. Citometria foi realizada utilizando anti-CD133. RNA de células tratadas
com Rsv + Tmz e Rsv + Quer foi extraido e cDNA foi sintetizado, apés foi
realizado RT-PCR para o marcador de células indiferenciadas Oct4. O ensaio
de B-galactosidase foi realizado ap0s 7 dias de tratamento com Rsv + Quer.
Resultados mostraram que a média do numero de esferas formadas foi menor
com Tmz (10) e Rsv + Tmz (12) comparado com o controle (18), para 1000
células plagueadas e, somente com Rsv 0 numero de esferas foi semelhante
ao controle (26). Mas, o nimero de células CD133" foi menor nos tratamentos
(10,9 com Rsv; 58 com Tmz e 7,7% com Rvs + Tmz) do que no controle
(12,1%). Para o tratamento com Rsv + Quer o nimero de esferas foi de 20, 32,
39 e 36 para 750, 1125, 1700 e 2500 células respectivamente, enquanto que
para o controle os valores encontrados foram de 18, 32, 43 e 48. Além disso,
através de RT-PCR foi possivel ver que além de reduzir o numero de células

CD133, a combinacdo de Rsv e Tmz reduziu a expressao de Oct4, assim como




Rsv + Quer. Também vimos um aumento da senescéncia nas células tratadas
com Rsv + Quer quando comparadas com o controle. O efeito citotoxico da
Tmz somente ocorre em concentragcdes acima de 100 yM e efeitos observados
com concentracdes tdo baixas reforcam a importancia do efeito especifico
sobre as células tronco do céancer. A procura de combinacdes de drogas que
causem um efeito sinergistico nestas células pode representar uma boa

estratégia terapéutica no combate as células tumorais.




Influéncia do Resveratrol, Quercetina e Temozolomid  a na Formacao de

Tumor-Esferas em Glioma Humano in vitro .

1 INTRODUCAO

1.1 GLIOMAS

Gliomas sdo tumores originados de células gliais do sistema nervoso
central (SNC) e sao do tipo mais comum de tumor cerebral primario.
Caracterizam-se por apresentar alta invasibilidade e proliferacédo, altos indices
de recorréncia e encontram-se entre 0s canceres humanos mais mortais
(Maher, 2001). Além disso, possuem resisténcia a quimio e radioterapias
(Bredel, 2002).

Gliomas podem ser classificados — segundo a organizacdo mundial da
saude (World Health Organization - WHO) — em quatro graus de acordo com
sua malignidade, utilizando com base a sua histologia e prognéstico. O grau |,
conhecido como astrocitoma pilocitico, € o menos maligno e apenas com a
cirurgia é possivel se curar; o de grau lIl, astrocitoma, possui caracteristicas
histoldgicas semelhantes a astrocitos e uma sobrevida de 10 a 15 anos; no de
grau lll, ou astrocitoma anaplasico, a sobrevida cai para 2 a 3 anos; e o grau
IV, o glioblastoma multiforme, € o mais maligno de todos com uma média de
sobrevida de 1 ano (Holland, 2001; Louis, 2006; Louis, 2007).

Glioblastoma multiforme (GBM) apresenta uma incidéncia de 5-8/100.000
pessoas e a meédia de sobrevida dos pacientes quando tratados somente com
métodos convencionais € de 14 semanas, somente com cirurgia € de 20
semanas, com cirurgia e radiagdo aumenta a sobrevida para 36 semanas e
com a adicdo de quimioterapia se eleva para 40-50 semanas (Avgeropoulos,
1999).

Os gliomas, assim como os diferentes tumores, possuem caracteristicas
cruciais para o seu estabelecimento e desenvolvimento, como: capacidade de
proliferacdo independente de estimulos externos, evasdo da apoptose e sem
limites de replicacdo, capacidade de se desenvolver e crescer apesar da

existéncia de forcas externas supressivas e do sistema imunolégico, estimular
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a angiogénese e também apresentar a habilidade de invadir tecidos saudaveis
(Hanahan, 2000; Rich, 2004).

O GBM pode originar-se, basicamente, de duas formas: através da
progressdo de tumores de menor grau até o de grau IV, considerado
glioblastoma secundario; ou entdo o paciente pode apresentar diretamente o
de grau IV, glioblastoma primario (Holland, 2001; Maher, 2001; Rich, 2004)
(Figura 1). O primario geralmente estd presente em pacientes mais velhos,
caracterizado por ser um tumor de alta invasibilidade e, normalmente, sem
precedentes clinicos de outro tumor. O secundario é, na maioria das vezes,
observado em jovens que inicialmente apresentaram astrocitoma de menor

grau que, entre 5-10 anos, se transformaram em GBM (Maher, 2001).

Célula Precursora
Superexpressdo de PDGF, FGF2

Afiva vias de sinais de transdugéo

Mutagdo da p53 (17p13)
Desfaz a via da p14*, inibe apoptose
e promove instabilidade gendmica

v
Astrocitoma
Amplificagdio de EGFR (7p12)
Aliva vias de sinais de transdugéo Amplificagdo da CDK4 (12q13) e
Perda da INK4A (9q26) perda de RB (13q13)
Desfaz as vias de p14** e p16™A Desfaz a via da p16"A
Perda de PTEN (10g24)
Aliva vias de sinais de transdugdo v

Astrocitoma Anaplésico

Perda da PTEN (10q24)
Aumenta a atividade da AKT
v W
Primario Secundario
; ra
Fd “\I_ / 1
,|| "\_x- L J." I\
Glioblastoma

Figura 1| Vias moleculares da gliomagénese. Glioblastomas multiformes (GBM) podem ser formados diretamente
(GBM primério), ou a partir da progresséo de tumores de menor grau (GBM secundario). As mutacdes presentes na
figura séo as normalmente encontradas nos tumores e que possuem correlagdo com o grau e tipo de glioma, além

disso, possiveis efeitos causados a partir dessas mutagées também séo listados. EGFR, receptor do fator de
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crescimento epidermal; PTEN, homdlogo a fosfatase e angiotensina deletada no cromossomo 10; PDGF, fator de
crescimento derivado de plaqueta; FGF2, fator de crescimento fibroblastico; CDK4, cinase dependente de ciclina 4;

RB, proteina de suscetibilidade a retinoblastoma. Adaptado de Holland, 2000 e Rich, 2004.

1.2 CELULAS TRONCO TUMORAIS

Glioblastomas apresentam uma populacdo mista de células que diferem
morfologicamente e podem ser definidas tanto em niveis fenotipicos quanto
genéticos (Yuan, 2004; Beier, 2007; Fan, 2007). Essa heterogeneidade pode
ser devido a perda da estabilidade genémica ou devido a uma desregulacéo
dos processos de proliferacéo e de diferenciagéo (Fan, 2007).

Na literatura € possivel encontrar diversos estudos mostrando que dentro
dessa populacdo heterogénea presente na massa tumoral existem células com
caracteristicas similares as células tronco com a capacidade de auto-
renovacao (ou seja, sdo capazes de sofrer mitose assimétrica, em que uma
das células filhas se mantém com caracteristicas de célula tronco e a outra se
diferencia em célula madura). Essas células foram denominadas células tronco
tumorais (CSC — Cancer Stem Cells) e possuem caracteristicas semelhantes
as ceélulas tronco do tecido de origem sendo importantes para o
estabelecimento e manutencdo de diversos tumores, como leucemia, mama,
gliomas, entre outros (Al-Hajj, 2004; Singh, 2004). Além de ser capaz de gerar
células diferenciadas, uma caracteristica importante das CSCs € a capacidade
de formacgdo de tumor a partir de uma célula de cancer indiferenciada (Flores,
20009).

Em gliomas, essa populacdo de células tronco tumorais foi identificada
expressando uma glicoproteina transmembrana, CD133 (ou Prominina 1). Esse
marcador de superficie é expresso, normalmente, em células tronco neurais.
Em seu artigo de 2004, Singh mostrou que ao se injetar 100 células CD133",
em camundongo imunodeprimido NOD-SCID (non-obese diabetic, severe
combined immunodeficient), houve a formag¢do de um tumor, enquanto que ao
se injetar 100.000 células CD133", ndo houve crescimento tumoral. Indicando,
assim, que as células tronco sdo importantes para o desenvolvimento do

cancer. Além disso, quando se analisa a expressao de CD133 em pacientes
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com glioblastoma, vemos que existe uma correlacéo inversa entre a expressao
do gene e a sobrevida do paciente (http://cancergenome.nih.gov).

Bao, no seu estudo em 2006, mostrou que CSC (CD133" - proporgéo de
aproximadamente 5 — 30 % da populacdo celular) de gliomas promovem a
radiorresisténcia devido a ativacdo preferencial da resposta a danos no DNA
maior que nas demais células e, apés radiacao, essa populagéo foi enriquecida
tanto in vivo quanto in vitro, aumentando a tumorigenidade das células
restantes.

Em cancer de mama e de cérebro, foi visto que a populacdo de CSC tem
a capacidade de se auto-renovar, enquanto que a maioria das células
cancerosas tem a proliferacdo limitada ou ausente, sugerindo que as células
tronco tumorais impulsionariam o crescimento e a propagacdo do tumor
(Clarke, 2006).

Além disso, estudos mostraram que as células tronco de diversos tumores
super-expressam proteinas resistentes a multidrogas, protegendo a célula
contra drogas citotoxicas que matam as progenitoras e diferenciadas. Entéo,
essa propriedade biolégica de CSC pode explicar a falha dos quimioterapicos a
longo prazo para o tratamento de gliomas (Kondo, 2004; Salmaggi, 2006;
Beier, 2008).

Com a descoberta dessa populacdo de células tronco tumorais €
importante que a busca de melhores tratamentos seja focada no estudo
molecular e das vias que sinalizam para que estas células auto-renovem-se e
tornem-se radiorresistentes, colaborando, assim, com o desenvolvimento do

tumor.

1.3 RESVERATROL

Resveratrol (Rsv; 3,5,4'-trihidroxiestilbeno) é um polifenol que ocorre
naturalmente em diversas plantas, como uvas, amendoim, amoras, mirtilo,
entre outras (Figura 2). E classificado como um fitoalexina — antibiético com
origem nas plantas, e € sintetizado em resposta a condi¢cdes adversas como

estresse ambiental ou ataques patogénicos (Aggarwal, 2004).
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Veratrumgrandifiorum Vaccinumsp.

Arachis hypogea Moarus rubra Vilis vinifera
Amendoim Amora Uva Heléboro-branco Mirtilo Uva-do-maonte

. HO g & A
Cassiasp. OH Arfocarpus sp.
Leguminosa Jaca

1o’ Resveratrol

Polygonum cuspidatum Rheumnrhaponticum
Ko-jo-Kon (japonesa) Ruibarbo

Bauhinea sp. Pinus sylvestris Veratrumsp.
Pinheiro sikvestre

Figura 2| Fontes vegetais de resveratrol (Adaptado de Aggarwal, 2004).

Estudos ja mostraram que Rsv € importante como neuroprotetor (Huang,
2001; Inoue, 2003), cardioprotetor (Huang, 2001), possui efeito anti-inflamatério
(de la Lastra, 2005; Das, 2007), anti-oxidante (Villano, 2005), além da
capacidade de induzir a diferenciacao celular (Wang, 2003; Wang, 2008; Yu,
2008), entre outros.

Em estudos sobre Rsv e cancer, foi visto que ele age como um agente
antitumoral, afetando a proliferacdo celular através da sua acdo na iniciacdo e
na progressao do tumor (Jang, 1997; Tseng, 2004).

Lu, em 2009, demonstrou que Rsv pode inibir a proliferacédo e a
tumorigenidade de células tronco tumorais em meduloblastomas e é capaz de
aumentar, sinergicamente, a radiossensibilidade dessas células apds o
tratamento. Outro estudo também mostrou a sua capacidade de aumentar a
radiossensibilidade de células CD133" derivadas de tumor teratdide/rabdoide

atipico, além de ser anti-apoptético e anti-proliferativo (Kao, 2009).
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1.4 QUERCETINA

Quercetina (Quer; 3,3',4',5,7-Pentahidroxiflavona) (Figura 3) pertence a
classe de polifendis flavonoides e esta quase onipresente nas plantas e fontes
de alimento vegetal, com uva, vinho e chas; e muitas vezes ocorre como

glicosideos — derivados acucar (Lamson, 2000; Russo, 2007; Murakami, 2008).

OH
QH
HO =~ U
i |
= oH
oh ©

Figura 3| Estrutura molecular da Quercetina (Adaptado de Russo, 2007).

Quer é um dos bioflavonodides mais importante na dieta humana, com um
consumo médio diario individual em paises ocidentais de 25-30 mg (Lamson,
2000; Russo, 2007).

J& foi demonstrado que essa molécula € um importante anti-oxidante,
anti-inflamatério, anti-proliferativo e tem efeito apoptético em modelos de
cultura celular (Lamson, 2000; Russo, 2007). Também pode atuar como
anticancerigeno, reduzindo a expressdo de oncogenes — como H-ras, c-myc e
K-ras; de genes supressores de tumor — como a p53 (Ranelletti, 2000; Russo,
2007) e aumentando a expressao de proteinas que controlam o ciclo celular —
como p21WAF1 e p27KIP1 (Casagrande, 2001; Russo, 2007).

Quer é capaz de inibir diferentes cinases (tirosina e serina-treonina), cuja
atividade esta conectada com as vias de sobrevivéncia da MAPK, AKT/PKB (
Spencer, 2003; Russo, 2007). Mouria, em 2002, mostrou que Quer inibiu o
crescimento de cancer pancreatico através da liberacdo de citocromo C e

inducao de apoptose.

1.5 TEMOZOLOMIDA

Temozolomida (Tmz) é um agente alquilante que tem seu efeito citotoxico
através da metilacdo da posicdo O° da guanina. Essa metilacdo pode ser
removida pela proteina de reparo de DNA, MGMT (O°-metilguanina-DNA-

metiltransferase), conferindo, portanto, resisténcia dos gliomas que expressam
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esta enzima a Tmz. A metilacdo do promotor do gene da MGMT e sua
consequente expressao reduzida em alguns gliomas tornam a Tmz mais
eficiente nestes casos (Stupp, 2005; Beier, 2008).

Tmz foi o primeiro agente quimioterapico a ser aprovado para o
tratamento de GBM (Fu, 2009), € o mais utilizado e geralmente é bem tolerado
pelos pacientes (Stupp, 2005; Beier, 2008).

Stupp, em 2005, viu um aumento na sobrevida de pacientes com
glioblastoma quando tratados com esse agente. Apresentando um
acompanhamento médio de 28 meses, a sobrevida mediana foi de 14,6 meses,
com radioterapia e temozolomida e de 12,1 meses com radioterapia isolada.

Estudos relacionando Tmz e CSC mostram resultados diversos. Beier, em
2008, mostrou que Tmz reduz preferencialmente CSC em cinco linhagens de
tumores CD133" enquanto que Fu, em 2009, viu que CSC de glioblastomas
colaboram com a capacidade de resisténcia do tumor a TMZ, e que as células
CD133" contribuem com essa resisténcia, reduzindo a expressdo de proteinas
relacionadas a autofagia, demonstrando somente em uma amostra de tumor

primario.

1.6 SENESCENCIA

Células normais humanas sédo submetidas a um numero finito de divisbes
celulares e, apos, elas entram em um estado de nao-divisdo celular
denominado senescéncia replicativa. Propde-se que 0 encurtamento dos
teldomeros seria o reldégio molecular que provoca essa senescéncia (Bodnar,
1998). A expressao ectdpica de hTERT, a subunidade catalitica da telomerase,
€ capaz de restaurar o comprimento dos teldmeros em fibroblastos e em varios
outros tipos de células e permite que culturas de células com poucas
passagens contornem a senescéncia e tornem-se imortais (Bodnar, 1998;
Lundberg, 2000). Uma variedade de outros estimulos fisioldgicos celulares
pode provocar a entrada da célula em senescéncia, como mostrado na Figura
4.

As células senescentes caracterizam-se por: (I) entrar em parada de
crescimento irreversivel; (II) apresentar uma morfologia diferente das outras

células em cultura, sendo maiores e planas; (lll) aumentar a expressao de

16

——
| —



diversas proteinas inibitérias do ciclo celular; (IV) aumentar a atividade da
enzima B-galactosidase &cida (Dimri, 1995; Dumont, 2000; Lundberg, 2000;
Volonte, 2002).

Célula F_’_ré-;enascanta

L 4

Ativacéo de um
oncogene

Toxicidade por

Replicagdo oxigénio

.
-
O

Célula Senescente

Figura 4| Sinais fisiol6gicos que ativam a senescéncia. Cultura primaria de células de mamiferos entra em parada de
crescimento irreversivel e exibe a marca de células senescentes quando segue extensas passagens (replicagcéo) em

cultura, com a ativagéo de oncogenes ou entdo a exposicdo com agentes oxidativos. Adaptado de Ludenberg, 2000.

Muitas células tumorais perdem a capacidade de entrar em senescéncia e
este aspecto parece ser muito importante para o desenvolvimento tumoral
(Dimri, 1995; Wynford-Thomas, 1999; Lundberg, 2000; Volonte, 2002). Em
2008, Xia viu que Rsv foi capaz de reduzir a senescéncia em ceélulas
progenitoras endoteliais através do aumento da atividade da telomerase.

Heiss, em 2007, € um dos Unicos estudos que mostra que Rsv pode
induzir senescéncia em células de cancer p53*. Recentemente mostramos em
Nosso grupo que a combinacao de Rsv e Quer foi capaz de induzir senescéncia

na linhagem de glioma de rato C6 (Zamin, 2009).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia do Resveratrol, da Quercetina e da Temozolomida na

formacao de tumor-esferas em glioma humano in vitro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar quantitativamente o numero de esferas formadas a partir dos
tratamentos com Rsv, Tmz e Quer.

Analisar a presenca de células CD133" apos os tratamentos com Rsv e
Tmz.

Avaliar se o tratamento com Rsv e Quer induzem senescéncia em células

da linhagem de glioma humano U87.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CULTURA DE CELULAS

Os frascos de cultura de tecidos utilizados foram adquiridos da marca
TPP. Os reagentes utilizados para fazer as solugbes da cultura seguem-se
listados: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/DMEM (Gibco BRL), Soro Fetal
Bovino (Gibco BRL), NaHCO3; (Merck), Penicilina/Streptomicina (Gibco BRL),
Tripsina (Gibco BRL).

O meio de cultura DMEM foi preparado com DMEM Low Glucose,
NaHCO3; 44 mM, 1 % de Penicilina e Streptomicina, 0,1% de fungizona (Gibco
BRL) e suplementado com 5% de soro fetal bovino, com pH ajustado para 7,4.
A solucado de CMF, pH 7,4, utilizada no preparo da tripsina e para lavar as
células antes da tripsinizacao, continha NaH,PO,4 8,0 mM, NaCl 138 mM, KCI
2,68 mM. Todas as solucdes utilizadas na cultura de células foram preparadas
em agua destilada autoclavada e esterilizadas por filtracgdo em membrana com
poro de 0,2 mm da Millipore.

A linhagem celular de glioma humano U87 foi obtida da ATCC (American
Type Culture Collection - Rockville, Maryland, USA). Foi cultivada em condic&o
padrdo em meio DMEM Low Glucose suplementado com 5 % de soro fetal
bovino, contendo antibioticos e fungicida.

As células foram mantidas em frascos de cultura de tecidos em estufa a
37T com atmosfera umidificada e 5 % de CO ,. O meio de cultivo era trocado a
cada 2 / 3 dias.

3.2 EXTRACAO DE RNA

A placa de 6 pocos foi semeada contendo 31.000 células (referente a
1.000 células no poco de 96), apdés 7 dias com o tratamento foi retirada da
estufa, e depois de retirar todo o0 meio de cultura, lavou-se as células com
CMF. Ao final da lavagem, no gelo, adicionou-se 1 ml de TRIZOL LS
(Invitrogen), responsavel por promover a lise celular.

O homogeneizado foi raspado com um raspador de células e todo o

conteudo do poco foi recolhido para um tubo (tipo eppendorf) livre de RNAses,
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adicionando-se 400 pl de cloroférmio (Quimex). Agitou-se o tubo a temperatura
ambiente para misturar as fases e incubou-se no gelo. Depois de 5 minutos, foi
feita a centrifugacdo dos tubos por 15 minutos a 13200 RPM. Apés, visualizou-
se duas fases, uma aquosa, e outra turva. Transferiu-se a fase aquosa para
outro tubo, no qual foi adicionado isopropanol (Quimex) na quantidade de 1:1,
0os tubos foram agitados para homogeneizacdo e realizou-se uma nova
centrifugacéo por 40 minutos a 13200 RPM.

O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com 1 ml de
etanol 70 % (Quimex), mais uma centrifugacao foi feita, por 5 minutos a 8000
RPM, no final o sobrenadante foi novamente descartado.

O precipitado formado secou a temperatura ambiente por 20 minutos
para a retirada de qualquer resquicio de etanol, e depois foi solubilizado em
agua livre de RNAses (DEPC).

3.3 QUANTIFICACAO DO RNA

O RNA foi diluido 100 vezes para realizar a sua quantificacdo em volume
final de 300 pl (3ul de RNA para 297 ul de agua DEPC).

A leitura foi feita no espectrofotbmetro em cubeta de quartzo. Para
calibrar o aparelho, utilizou-se agua pura (transmitancia 100% e absorbancia
0,000). Realizaram-se leituras nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm. A
absorbancia em 260 nm serve para calcular a concentracdo de RNA, e a
absorbancia em 280 nm indica a concentracdo de proteina. A razao 260 nm /
280 nm indica se o RNA esta puro (razado deve estar entre 1,6 e 2,0, caso
contrario pode indicar a presenca de restos de TRIZOL e de proteinas na
amostra).

ApoOs a leitura, utilizou-se a formula absorbancia 260 nm X fator de
diluicdo / 25 (valor constante para RNA) = ug / pl). Calculou-se a concentragéo
de cada amostra e o RNA foi armazenado em freezer a -80TC.

3.4 SINTESE DE cDNA

A sintese de cDNA foi realizada conforme protocolo do fabricante

(Promega), utilizando a concentracao sugerida de RNA de 5 ug.
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Primeiramente foi realizada a etapa de anelamento do primer poliT
(Promega). A reacéo foi calculada para um volume final de 14 pl. Para isso,
adicionou-se primer poliT (0,5ug PoliT / ug RNA) e 4gua DEPC ao RNA. Levou-
se a mistura ao termociclador por 5 minutos a 70C.

Na etapa seguinte, que é a de elongacdo do cDNA, juntou-se aos 14 ul
da reacao da primeira reacéo, 1 pl de transcriptase reversa (Promega), 5 pl de
tampao da enzima, e 5 ul de dNTPs 10 mM (Cenbiot — UFRGS). A reacao

retorna ao termociclador por 60 minutos a 42<.

3.5 RT-PCR - Reacao em cadeia da Polimerase precedi da de
Transcricao Reversa

Apébs a padronizacdo do primer (Invitrogen) (tabela 1), foi determinada a
temperatura ideal para o par de primer da Oct4 como sendo 61C. Foram
utilizadas as seguintes quantidades de reagentes (relativos a uma reagao):

0,25 ul de taq polimerase (0,5 U — CenBiot - UFRGYS)

2,0 ul de dNTPs

0,5 ul de cada primer (F+R=1pl)

0,75 pl de MgCl, 50mM

2,5 ul de tampéo 10X concentrado

1,0 pl de cDNA

H,O para completar o volume final de 25 ul (neste caso, 17,5 pl)

Tabela 1| Sequéncias do par de primers utilizados e tamanho de seu respectivo fragmento em pares de bases (pb).

Primer Sequéncia Tamanho do produto (pb)
pOct4F 5-AAC ATG TGT AAG CTG CGG C-3
pOct4R 5-TTG AAT GCA TGG GAG AGC C-3’ 496
B-actina F 5-GAG ACC TTC AAC ACC CCA G-3
B-actina R 5-GTG GTG GTG AAG CTG TAG C-3 236

Como controle utilizou-se primer de B-actina, e na reacdo de controle
negativo nao se adicionou cDNA.
Os passos do programa utilizado no termociclador foram os seguintes:
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95T, 1 minuto

94<C, 30 segundos

61 C, 30 segundos 35 ciclos
72T por 1 minuto

72T por 10 minutos

3.6 ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

Um gel de agarose (Promega) 1,5 % foi utilizado para realizar a
eletroforese. O tampéao utilizado foi TAE 1X concentrado (Tris-acetato 40 mM e
EDTA 1 mM). A mistura homogénea de agarose e tamp&o adicionou-se Sybr
Green (diluido 100X em DMSO - Invitrogen), um intercalante de DNA que
permite a visualizacdo dos fragmentos na presenca de luz ultra-violeta.

Apos a polimerizacdo do gel, os produtos do PCR foram carregados,
misturados ao tampédo de amostra (azul de bromofenol, 6X concentrado),
aplicou-se 10 pl da mistura por poco do gel e 7 pl do padrédo (100 pares de
bases - Promega). O gel foi visualizado no transluminador com luz UV, e fotos

foram capturadas.

3.7 ENSAIO DE FORMACAO DE ESFERAS

Utilizou-se placa de 96 pocos e meio DMEM suplementado com 5 % de
SFB. Os tratamentos foram feitos contendo diferentes concentracbes de
Resveratrol (Sigma), Temozolomida (Sigma) e Quercetina (Sigma).

As células cultivadas foram tripsinizadas e contadas com o auxilio de
Céamara de Neubauer. Apés, diferentes concentracdes foram semeadas (750 e
1000 células para Rsv e Tmz; 750, 1125, 1700 e 2500 para a combinacao de
Rsv e Quer) em uma placa de 96 pocos.

Rsv 10 yM, Tmz 5 yM e Quer 25 yM foram adicionados e o controle
continha além do meio de cultura o veiculo utilizado para diluir as drogas
(DMSO) na mesma quantidade usada no momento da diluicdo das drogas.

A placa foi analisada utilizando um microscopico Optico dos dias 4-7, nos

quais o numero de esferas foi contado. Considerou-se esferas as células que
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formavam um grupo, que ndo estavam completamente aderidas e que tinham

um volume maior que 60 um (Figura 5) quando observadas em contraste fase.

Figura 5| Cultura de U87. Esferas indicadas pelas setas. Esferas s&o grupos de células que n&o se encontram
totalmente aderidas na placa e apresentam mais de 60 pm de diametro (observado no microscopio éptico).

3.8 CITOMETRIA DE FLUXO

Uso-se uma solugédo de EDTA 2 mM em PBS contendo 0,5 % de BSA
(Albumina Bovina Sérica). O anticorpo utilizado foi anti- CD133/1 (AC133)-PE
(Miltenyi Biotec, Alemanha).

As células foram dissociadas mecanicamente, lavadas duas vezes com
solucdo EDTA 2 mM / PBS / 0.5 % BSA. Apos elas foram incubadas com
anticorpo anti-CD133/1 (AC133)-PE 1:10 durante 10 minutos a 4 °C no escuro.
As células foram analisadas por citometria de fluxo (Aparelho PCA-96), através
da deteccéao da fluorescéncia vermelha emitida pelo anticorpo.

Os resultados foram avaliados utilizando o software CytosoftPCA96
(Guava Technologies, Hayward, CA, USA) e WinMDI2.9.

3.9 MTT

O ensaio de reducédo do MTT foi realizado de acordo com Mosmann, T.
1983. Utilizou-se a solugcdo de MTT 5mg / ml (Sigma) dissolvida em PBS, e
apos as 3 horas de incubacao os cristais foram dissolvidos em DMSO.
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ApOs os sete dias de tratamento, 0 meio de cultura presente na placa de
96 pocos utilizada para o ensaio de formacao de esferas foi retirado, as células
foram lavadas com CMF 1x estéril e 100 ul da solugdo de MTT dissolvido em
PBS foi adicionado por poco. A placa foi incubada a 37 °C por 3 horas.

A solucdo de MTT (amarelo), apds as 3 horas, foi reduzida a cristais de
formazan (purpura). Entdo, retirou-se o sobrenadante e 100 yl de DMSO foi
adicionado para solubilizar os cristais.

Foi utilizado o espectrofotometro SpectraMax (MolecularDevices, CA,
USA) nos comprimentos de onda de 560 e 630 nm. A inibicdo do crescimento

das células foi expressa como porcentagem das células néo tratadas.

3.10 B-GALACTOSIDASE ASSOCIADA A SENESCENCIA (SA- B-
GAL)

Utilizou-se PBS para a lavagem das células, formaldeido 3% para a
fixacdo e uma solucdo contendo: 1 mg/mL 5-bromo-4cloro-3-indolil B-D-
galactoside (X-gal, Sigma), 40 mM &cido citrico / fosfato de sédio com pH 6.0, 5
mM ferrocianeto de potéssio, 5 mM ferricianeto de potédssio, 150 mM cloreto de
sédio, 2 mM cloreto de magnésio.

Para corar o nucleo, utilizou-se uma solucao contendo Triton X-100 0,1 %,
DAPI 300 uM e PBS 1 X.

Apés sete dias de tratamento as células foram lavadas com PBS, e
formaldeido 3% foi adicionado por 1 h para a fixacdo das células. Em seguida,
as células foram novamente lavadas e adicionou-se 50 ul da solucdo contento
o substrato da enzima X-Gal por 16 — 18 h.

ApoOs esse periodo, as células foram entdo, lavadas com PBS e
acrescentou-se 50 ul de uma solucdo de marcacao de nacleo (contendo Triton
X-100, PBS e DAPI) por 15 min.

ApoOs as fotos foram obtidas usando microscépio de fluorescéncia
invertida Carl Zeiss e as imagens foram analisadas utilizando o software

ImageJ 1.42q.
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Figura 6| Cultura de U87 contendo células senescentes. Células senescentes indicadas pelas setas
(observado no microscépio 6ptico).

3.11 ANALISE ESTATISTICA

Os dados das tabelas sao expressos com média + DV, enquanto que
nos graficos sdo expressos por média + EP. Os valores obtidos foram
analisados usando ANOVA seguida de SNK para multiplas comparagoes.

A andlise dos dados foi realizada com o auxilio do programa GraphPad
INSTAT (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 TRATAMENTO COM Rsv E Tmz

O tratamento com Rsv € capaz de reduzir a proliferacdo de células
tronco tumorais (Lu, 2009) e que, segundo (Beier, 2008), Tmz seria capaz de
reduzir preferencialmente essa populacdo. Na citometria de fluxo (figuras 6 e 7)
podemos observar que o numero de células positivas para CD133 € reduzido
em todos os tratamentos (12.1 no controle para 10.9, 5.8 e 7.7 % para Rsv,
Tmz e Rsv + Tmz, respectivamente — Figura 7). Além disso, uma subpopulacao
positiva para CD133, mas com tamanho menor foi encontrada, e nela também
houve reducéo de células positivas (11 no controle para 4.1, 2.5 e 2.8 % para
Rsv, Tmz e Rsv + Tmz, respectivamente — Figura 7). Na figura 8 é possivel
visualizar melhor essa subpopulacdo (delimitada pelo circulo). A outra
populacdo vista no histograma se refere a populagdo presente no quadrante

inferior a esquerda da figura 6.
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Figura 7| Citometria de fluxo para CD133. Eixo Y referente ao tamanho da célula e eixo X a fluorescéncia do anti-
CD133. Numeros em preto referem-se a porcentagem do quadrante e os préximos ao circulo refere-se a subpopulagao
positiva delimitada. Valores representativos de dois experimentos.

M = Control

B = RSV
m=TMZ

B =RSV+TMZ

Events
1

16t
Red Fluorescence (RED-MLog)

Figura 8| Histograma referente a citometria de fluxo. No circulo est4 destacada a subpopulagéo positva encontrada e

que foi reduzida com os tratamentos.

Através do ensaio de MTT, foi possivel visualizar uma reducdo na
proliferacdo celular nos tratamentos, principalmente com 1000 células (Figura
9). O efeito citotoxico do TMZ ocorre somente acima de 100 yM (Fillipi-Chiela,
dados nao publicados) o que explica a auséncia de efeito citotoxico da
concentracdo usada no presente trabalho, que é de 5 uM.

Além disso, no ensaio de formacao de esferas observamos que Rsv ndo
alterou o numero de esferas formadas, apesar de ter reduzido o niamero de
células CD133 (Figura 6); jA os tratamentos com Tmz e Rsv + Tmz
potencialmente reduzem o numero de esferas comparadas com o controle

(Tabela 2; Figura 10). Como foram obtidos valores diferentes no MTT para o

27

——
| —



controle e os tratamentos, realizou-se a correcado do numero de esferas pelo
valor obtido no MTT, uma vez que o numero de esferas obtidas poderia ter
sofrido alteracdo no seu valor e, mesmo apos a correcao do valor, vimos que
houve uma possivel reducdo no nimero de esferas formadas para Tmz e para

a combinacdo.

140 -
BControle

BRsv 10 uM
120 1 aTmz 5 M
@Rsv 10 pM +Tmz 5 pM

100 A

80 1

60 1

40

Viabilidade Celular

20 A1

750 1000
N°de Células Plaqueadas por pogo

Figura 9| Ensaio de MTT realizado ap6s 7 dias de tratamento. Os resultados séo expressos como média + EP em

relacdo ao controle (n=3).

Tabela 2| Numero de esferas formadas no dia 7 no controle e nos tratamentos Rsv, Tmz e Rsv + Tmz, corrigido pelo

MTT, com 750 e 1000 células semeadas. Valor expresso como média + DP (n=3).

N° Esferas / MTT 750 1000
Controle 12+7 18+8
Rsv 10 uM 107 2610
Tmz 5 uM 5+2 10+6
Rsv 10 yM + Tmz 5 uM 4+1 12+6
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aa acontole
BRsv10uM
BTmz 5 uM
I BRsy10pM + Tmz 5 pM

25

" | |

N°de Esferas por pogo
™

750 1000
N°de Células Plaqueadas por pogo

Figura 10| Ensaio de formag&o de esfera tratado com Rsv e Tmz. Numero de esferas formadas ap6s 7 dias de

tratamento, corrigido pelo MTT. Os resultados sdo expressos como média + EP, (n=3).

4.2 TRATAMENTO COM Rsv E Quer

A combinacdo de Rsv e Quer reduz o namero de células tanto da
linhagem de rato C6, como de camundongo GL261, e nas de humano U87 e
U138. Além de induzir a atividade das caspases 3/7 (Zamin, 2009). Entretanto,
vimos que a combinacdo de Rsv e Quer aumentou a proliferacdo conforme o
namero de células plagueadas (Figura 11), enquanto que potencialmente reduz
o numero de esferas formadas, tendo a maior diferenca de formacado com 2500

células plaqueadas (Tabela 3; Figura 12).
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Figura 11| Ensaio de MTT realizado apés 7 dias de tratamento. Os resultados sdo expressos como média + EP em

relacé@o ao controle (n=3).

Tabela 3| Numero de esferas formadas no dia 7 no controle e no tratamento Rsv + Quer, corrigido pelo MTT. Valor

expresso como média + DP (n=3).

N° Esferas / MTT 750 1125 1700 2500
Controle 18+ 6 32+6 43+8 48+11
Rsv 10 uM + Quer 25 pyM 202 32+5 39+7 36+13
60 1
QControle

50 A

N°de Esferas por pogo

40

30 1

20 1

10 1

@ Rsv 10 pM + Quer 25 pM

750 1125 1700 2500
N° de Células Plaqueadas por pogo

Figura 12| Figura 10| Ensaio de formacgé&o de esfera tratado com Rsv e Quer, valor corrigido pelo MTT. Os resultados

séo expressos como média + EP (n=3).

Além da reducéo vista de CD133 para a combinacdo de Rsv com Tmz

(Figura 7),

visualizamos a auséncia de outro marcador

de células
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indiferenciadas, Oct4, presente no controle (Figura 13), também n&o foi

detectado na combinacao de Rsv com Quer.

Oct4

B 3-actina

Figura 13| Tratamento com Rsv + Tmz e Rsv + Quer reduziram a presenca de mRNA de Oct4, um marcador de células

indiferenciadas, através da técnica de RT-PCR (n=1).

Zamin, em 2009, mostrou que, em células de rato C6, o tratamento com
Rsv 10 uM + Quer 25 yM aumentou a senescéncia nessas células. E, o ensaio
de B-galactosidase mostrou um aumento na senescéncia nas células U87
tratadas quando comparadas com o controle, exceto em 2500 células que os
valores foram o0 mesmo (Figura 14), indicando que esses compostos possuem
um potencial de induzir senescéncia ndo somente em linhagem de ratos, mas

também de humanos.
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Figura 14| Porcentagem de células SA-Bgalactosidase positivas por pogo em placa de 96, ap6s 7 dias de tratamento.

Os resultados séo expressos como média + EP (n=2).

Ao compararmos os graficos de viabilidade celular e senescéncia com o
tratamento de Rsv + Quer (Figura 11 e 14, respectivamente) vemos uma
relacdo inversa entre eles. Conforme aumenta o numero de células plaqueadas
a relacdo de células B-galactosidase positivas reduz em relagdo ao controle,
enquanto que no MTT a viabilidade aumenta. O fato de que quanto menos
células semeadas apresentar maior senescéncia poderia ser devido ao menor
contato das células no po¢o. Ao semearmos, por exemplo, 750 células em um
poco de uma placa de 96, as células aderem-se afastadas umas das outras, e
a auséncia de contato poderia interferir no crescimento dessas células.

Na figura 15B, vemos que com 2500 células semeadas, o numero de
células senescentes aumentou comparado com 1125 células (Figura 15A),
além disso a senescéncia também aumentou nas esferas. Em 2009, Kuilman
escreveu uma revisao mostrando que células sintetizam fatores que sao
capazes de induzir a senescéncia nas células vizinhas e a maior senescéncia
basal encontrada em pocos com mais células plaqueadas sugere que isso
possa estar ocorrendo. Por isso, o estudo do efeito de drogas sobre a
senescéncia precisa ser feita em condicdes de cultivo bem estabelecidas para
gue nao seja afetado pelo excesso de células.

4 i i i
Figura 15| Células senescentes apés 7 dias de plagueamento. A. com 1125 células semeadas, poucos esferas

formadas e poucas células senescentes. B. 2500 células semeadas mostra grande nimero de células da monocamada

e das esferas com grande incidéncia de senescéncia.

Beier, em 2008, mostrou que Tmz reduz preferencialmente células tronco
tumorais, e nossos resultados corroboram essa observacéo, visto que reduziu
0 numero de células CD133. Entretanto, a combinagdo com Rsv nao

apresentou nenhum efeito aditivo, uma vez que o numero de células CD133
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positivas e nem o numero de esferas foram reduzidas mais do que com a Tmz
sozinha (Figura 7 e Figura 10).

Mostramos que a combinacdo de Rsv com Tmz ou com Quer reduz a
transcricdo de Oct4, utilizado como marcador de células indiferenciadas. Oct4 é
o fator de transcricdo que, isoladamente, pode gerar células pluripotentes
induzidas (iPS - induced pluripotent stem) de células diferenciadas como por
exemplo fibroblastos (Kim, 2009; Yan, 2009), sugerindo que os tratamentos
estariam levando as células a uma diferenciacao.

Vimos que o tratamento com Rsv, Tmz e combinado tem um potencial para
reduzir o nimero de células CD133". Entretanto, acreditamos que nem todas
as células presentes nas esferas sejam CSCs, visto que estudos descrevem
que o numero de células tronco dentro de uma populacdo de células estaria
entre 5 a 30 % (Bao, 2006). Além disso, o tratamento conjunto de Rsv com
Tmz reduziu a expressao de outro marcador de células indiferenciadas, Oct4.
Em conjunto, nossos dados indicam a presenca de células indiferenciadas no
controle, mas que com o tratamento essa populacao foi reduzida.

O tratamento com Rsv e Quer, no ensaio de formacéo de esferas, néo foi
conclusivo, visto que houve variagdo no resultado conforme se aumentava o
namero de células semeadas por poco. Entretanto demonstramos que esse
tratamento tem potencial para induzir senescéncia em células de glioma
humano. S6 ndo sabemos se as células que entraram em senescéncia sao
CSCs.

A sobrevida de pacientes com GBM apoés cirurgia, radio e quimioterapia
aumenta para 40-50 semanas (Avgeropoulos, 1999). Por isso, mais estudos
com Rsv e Quer e com outros compostos devem ser feitos para que possamos
aumentar o efeito da Tmz a fim de aumentarmos nao s6 a expectativa de vida
dos pacientes com glioblastoma, mas também de encontrarmos uma
combinacdo de drogas que exibam minimos efeitos colaterais e que possam

evitar a recorréncia desse tumor.
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5 PERPECTIVAS

Para atingirmos o0 nosso objetivo de verificar a influéncia de Rsv, Quer e
Tmz na formacao de tumor-esferas sera necessario realizarmos ainda:
- Realizar ensaio de formacao de esferas para Tmz, Rsv + Tmz e Rsv + Quer,
para fecharmos o n de 4;
- Realizar ensaio de formacé&o de esferas para Tmz + Quer;
- Realizar RT-PCR e qRT-PCR para Rsv, Tmz, Quer, Rsv + Tmz e Rsv + Quer
para os genes Oct4, CD133, para verificar se o tratamento gera diferenca de
expressao de genes de células indiferenciadas;
- Realizar p-galactosidase associado a senescéncia Tmz, Rsv + Tmz e Rsv +

Quer para fecharmos o n de 3 e com as drogas isoladas.
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6 CONCLUSOES

- Rsv, Tmz e Rsv + Tmz reduzem o nimero de células CD133™;

- Tmz e Rsv + Tmz potencialmente diminuem o nimero de esferas formadas;

- Efeito citotéxico da Tmz somente ocorre em concentracdes acima de 100 uM
e efeitos observados com concentracdo tdo baixa reforcam a importancia do
efeito especifico sobre as células tronco do cancer;

- Rsv + Quer potencialmente diminui a formacéao de esferas;

- Houve um aumento na senescéncia tratadas com Rsv + Quer quando
comparadas com o controle, exceto em 2500 células que os valores foram o

mesmo.
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