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Resumo

O céncer é uma doenca extremamente complexa, que tem similaridade intrinseca
com o tecido saldavel e ainda hoje existe varias pesquisas que buscam uma terapia menos
agressiva e mais especifica para o tratamento do céncer. Uma alternativa para a
terapéutica da doenca é testar novas moléculas seja natural seja sintética. Nesse estudo
foi analisado o efeito do MST-312, um composto derivado do galato de epigalocatequina,
em linhagem de glioblastoma humano por dois periodos de exposi¢do: curto e longo
prazo. Em longo prazo, foi demonstrado que as células conseguiram driblar o efeito do
composto e a partir de 200 dias de exposi¢do desenvolveram mecanismo de resisténcia
que as permitiram ter uma sobrevida comparavel a do controle. Além disso, a expressdo
relativa do gene da telomerase (hnTERT) ndo se mostrou alterado em nenhum momento
do tratamento. Ja em curto prazo, o composto apresentou efeito téxico na linhagem
original e nas culturas monoclonais produzidas a partir desta; contudo, na linhagem poli
clonal com o gene da hTERT silenciado, foi visto que o efeito do MST-312 foi menor em
relacdo aos controles. Também foi demonstrado que o composto é capaz de induzir
apoptose, que é precedida de parada na fase Go/G1 do ciclo celular. Por conseguinte, é
possivel concluir que 0 MST-312 € citotoxico para células de glioma da linhagem U251,
atuando por mecanismo de acdo que envolve a enzima telomerase, embora ndo repercuta
em reducdo dos telémeros, ja que o efeito foi observado em curto prazo, de modo que o
papel dessa enzima no controle do ciclo celular em células tumorais torna-se evidente,

apontando possiveis novas abordagens no desenvolvimento de farmacos antitumorais.



Abstract

Cancer is an extremely feared and complex disease, which has intrinsic similarity to the
healthy tissue of origin and there is a constant search for less aggressive and more specific
treatment for cancer. Therefore, several studies have been testing new natural and
synthetic molecules. In this study, the effect of telomerase inhibitor MST-312, a
derivative of epigallocatechin gallate, was analyzed in human glioblastoma cells, with a
long or short time exposure. In the long time exposure, it was demonstrated that cells
were able to overcome the drug effect, and after 200 days of exposure they developed a
mechanism of resistance that allowed them to survive; the relative expression of nTERT
was not altered in this long time exposure. In the short term, the compound showed a
toxic effect on the non-transfected lineage as well as on the control clones selected from
that lineage. However, in the polyclonal lineage, with silenced hTERT, MST-312 was
unable to reduce cell viability, compared to the control cells. Therefore, it is possible to
suggest that in the short term MST-312 is toxic for U251 cells, acting through a
mechanism dependent on the telomerase, even though the telomeres lenght was not
affected. In the long term treatment, cells were able to develop resistance mechanisms in
order to survive, The role of the telomerase enzyme in the cell cycle control of malignant
cells become evident, pointing out to new possible approaches to the development of

antitumoral drugs.
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1.1 Epidemiologia do cancer

Hoje é certo que a neoplasia maligna, cancer, € uma doenca caracterizada como
sendo um problema social de largo espectro para a saude publica (NEWTON et al., 2019;
QUIRINO,2013). Dessa forma foi travada uma espécie de guerra contra 0 cancer, em
ambito mundial, que aparentemente esta longe de ser vencida, devido ao fato de as células
cancerosas serem extremamente semelhantes as normais e por apresentarem mecanismos
de defesa complexos, 0 que torna o combate ao cancer um desafio a ser vencido
(KOGANI, G. et al., 2008).

Neoplasia é caracterizada por uma nova massa que se origina de um crescimento
anormal de células, podendo ser benigna ou maligna. A leséo neoplasica benigna tem seu
crescimento algumas vezes mais lento, de forma organizada e com os limites bem nitidos,
ndo fazendo a invasdo de outros tecidos (KARIM, F; CHANDRA, S. R, 2017). Ja a
maligna é caracterizada por conseguir invadir localmente e outros tecidos fazendo o que
é chamado de metéstase (KNOWLES et al., 2018).

Ao observar dados da OMS fica claro que o cancer € um dos maiores problemas
de saude publica. A estimativa mundial mostrou que no ano de 2012 apareceram cerca de
14 milhdes de novos casos de cancer e aproximadamente oito milhdes de 6bitos, e que
desses foi possivel distinguir uma maior mortalidade para o sexo masculino de
aproximadamente 57%. Genericamente e por motivo das pessoas destes paises terem a
maior sobrevida, as maiores taxas de incidéncia foram vistas em paises desenvolvidos
como o Japdo, Coréia do Sul, Australia, Nova Zelandia e na¢es da América do Norte.
Taxas medianas sdo vistas no leste europeu, China e alguns paises da Ameérica Central e
do Sul. As menores taxas sdo vistas na Africa e na india. Em lugares mais desenvolvidos,
0s problemas estdo associados com a evolucdo das cidades e seu desenvolvimento
urbanistico, com os tipos mais comuns da doenca sendo de pulmé&o, prostata, mama
feminina, célon e reto. Ja nos paises menos desenvolvidos, o surgimento do cancer esta
mais ligado a problemas decorrentes de infecgdo, de maneira que as formas mais
frequentes sdo de colo do Utero, estbmago, eséfago e figado. Destarte, apesar de serem

menos incidentes, as taxas de mortalidade dos cénceres associados a processos

14



infecciosos representam grande parte dos 6bitos no mundo (MARTIN-LOECHES et al.,
2019).

No Brasil, é estimado que nos anos de 2018 e 2019 haja um total de um milhédo e
duzentos mil novos casos de cancer (INCA 2018). O célculo feito por FERLAY e
colaboradores estimou a ocorréncia de seiscentos e quarenta mil novos casos por ano na
Europa, estimativa essa que mostra altas taxas da doenca e diferentes subtipos (FERLAY
etal., 2013).

Nos diversos estados do Brasil, existe uma grande diversidade dos tipos de cancer,
mas a maior incidéncia de cancer esta na regido sudeste e no Sul, onde se concentram 0s
70% de novos casos da doenca no pais, de modo que na regiao sudeste esta a maior parte
do percentual citado. Nas regides sul e sudeste, o predominio é de casos de cancer de
préstata, pele ndo melanoma, mama feminina, pulméo e intestino. No centro-oeste, além
de todos os tipos citados para a regido sudeste e sul, também ha alta incidéncia de cancer
de colo do utero e estdmago. Para a regido norte e nordeste também ha uma estimativa de
novos casos elevada de cénceres de mama e de prostata, além de uma significante

incidéncia de cancer de estdmago e colo do Utero (INCA 2018).

Mesmo com a capacidade de se originar em diversos tecidos, ainda ndo se sabe
definir especificamente quando e como o cancer vai aparecer, isso porque ha varios
fatores relacionados com seu surgimento, ou seja, essa doenca é classificada como
multifatorial e complexa (XIU et al, 2015), tendo como exemplos de fatores de risco, o
historico familiar, a falta de atividade fisica, a alimentacéo inadequada, o fumo, o uso de
bebidas alcodlicas, a idade, dentre outros (MATSUDO et al.,2001; LI et al., 2019).

Uma boa alimentacdo, bem como a pratica de atividades fisicas de maneira
regular, podem ajudar na prevencdo do cancer, isso porque uma nutricdo inadequada esta
ligada a mais de 20% dos casos de cancer em paises em desenvolvimento, como o Brasil.
Estima-se que se a populacdo tivesse uma alimentacdo de melhor qualidade e mais
adequada, associada com a pratica de exercicio fisico, cerca de 33% dos canceres
poderiam ser evitados. Essa doenca geralmente é altamente complexa de ser tratada, de
modo que a prevencao, quando possivel, é extremamente recomendada (PITANGA,2008;
LUGO et al., 2019).
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1.2 Gliomas

Os tumores primarios do sistema nervoso central sdo extremamente complexos de
serem tratados, estando em terceiro lugar nas causas mais comuns de ébito na faixa etéria
de 15 a 34 anos de idade (OSBORNE. et al., 2001). Dentre eles esta o glioma, o tumor

primario mais comum no sistema nervoso central (HA et al., 2019).

Em 2016, a OMS anunciou mudancas na classificagdo dos gliomas.
Anteriormente, tais tumores eram classificados, unicamente, com base na histologia e a
semelhanca fenotipica e morfolégica quando comparados com tecidos saudaveis.
Entretanto, com a nova classificacdo, além de levar em conta as mudangas
histopatoldgicas que ocorrem no tecido, também estd sendo considerada a presenca de
marcadores genéticos (MOLINARI; CURRAN; GRANT, 2019).

Os tumores do sistema nervoso central sdo, portanto, divididos em 4 classes
diferentes, sendo os de grau Ill e IV os mais agressivos. O glioblastoma (GB) €
classificado como grau IV e tem alguns subtipos, como o glioblastoma IDH tipo
selvagem, que corresponde a 90% dos casos e acomete principalmente pacientes com
mais de 55 anos de idade, e o glioblastoma IDH tipo mutante (10% dos casos), que
acomete preferencialmente pacientes mais novos. O IDH é um gene relacionado a vias de
sinalizacdo do metabolismo, principalmente de carbono, e sua mutacdo esta fortemente
relacionada ao surgimento de astrocitomas, oligodendroglioma e glioblastoma.
(SASAKI; YOSHIDA, 2017; LOUIS et al., 2016).

Os GBs conseguem se infiltrar e invadir tecidos adjacentes, além de ter uma
propensdo de disseminar pela regido cranioespinhal, com auséncia de delimitacdo
anatdmica, tornando-se assim, na maioria dos casos, uma neoplaisa dificil de ser tratada
(TAYLOR et al., 2012). Por ser uma doenca silenciosa nos primeiros estagios, com alta
heterogeneidade genética, a maioria dos GBs ndo € diagnosticada precocemente, quando
ainda se encontra no grau |, o que torna mais dificil o tratamento da doenga (YAN et al.,
2011).

Os principais farmacos utilizados para o tratamento do glioma incluem a
temozolamina, o agente cloroetilante BCNU3 (carmustine) e 0 CCNU1 (lomustine), que
sdo quimioterapicos utilizados sozinhos ou combinados, acompanhados quando couber

de tratamentos cirargicos. Mas mesmo com essas opgOes de tratamentos, a taxa de
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sobrevida para pacientes com essa doenca ainda € minima (ZHANG et al., 2018;
PET6VARI et al., 2019).

Nos ultimos anos, a luta contra o cancer vem crescendo drasticamente, sendo a
busca por novas terapias estudada de maneira intensa, mas com sucesso limitado. De
maneira que um dos maiores desafios para o tratamento dos gliomas, e principalmente
para a sua forma mais agressiva, o glioblastoma, é desvendar de forma precoce sua
localizagdo e conseguir decifrar sua biologia complexa e heterogénea (DIAO et al., 2019)
(DELGADO-LOPEZ; CORRALES-GARCIA, 2016).

1.3 Imortalizacéo celular

O tumor, para que se torne invasivo, precisa passar por algumas etapas, como a
perda do controle da proliferacao celular, algum mecanismo de manutencdo telomérica
que tenha capacidade de manter a imortalizacdo celular, mudanca nos cromossomos,
alterac6es na membrana celular que dificultam o reconhecimento célula-célula, perda da
diferenciagdo, capacidade de realizar a invasdo de diferentes tecidos e a capacidade de
realizar angiogénese (MARQUES., 2016).

A imortalizagdo celular é um processo indispensavel para a formacdo do cancer.
De acordo com pesquisas realizadas, € sabido que uma célula normalmente tem um
potencial finito de se dividir, de maneira que existe um limite. Tal limite, quando
alcancado, gera uma sinalizacdo que faz com que a célula se torne senescente ou entre em
crise mitética (VON MORGEN; MACIEJOWSKI, 2018). No primeiro caso, a
proliferacdo celular é cessada, todavia a célula mantém a viabilidade (TOLEDO et al.,
2005). No segundo caso, € iniciado o processo de crise telomérica que geralmente leva a
apoptose (ZHONG et al., 2018). Nao obstante, as células tumorais adquirem a capacidade
de ir além das possibilidades citadas, bem como de se dividir de maneira ilimitada,
tornando-se imortais (WEINBERG, 2008; A PICKETT; REDDEL, 2015).

Os telémeros, indispensaveis no processo da imortalizagdo, sdo estruturas que
fazem parte do DNA e apresentam sequéncias repetidas de TTAGGG que fazem parte da
heterocromatina (Figura 1) (MARTENS et al., 2018). Eles sdo ricos em guanina, tendo
um tamanho que varia de 4 a 15 quilo bases (BASU et al., 2013; FEIJOO et al., 2014).

Dentre suas principais funcdes, estdo as de manter a integridade cromossémica,
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estabelecer uma estrutura tridimensional do nucleo celular e de agir como um rel6gio
bioldgico da célula, no &mbito das divisdes celulares (TEIXEIRA, et AL., 2010).

Elizabeth Blackburn, bidloga especializada em biologia molecular, estudou os
telomeros e em 2009 conseguiu ganhar o prémio Nobel. Ela, juntamente, de sua equipe,
Carol W Greider e Jack W Szostak, viram como 0s cromossomos sdo protegidos pelos
telomeros e pela telomerase (VARELA; A BLASCO, 2010).

O telédmero é ligado a um complexo proteico de seis proteinas chamadas de
shalterinas, as quais desempenham funcdo de protecdo bem como de manutengédo
telomérica (LUSTIG, 2019). Também ¢é de relevancia mencionar que alteracdes
epigenéticas estdo intrinsicamente ligadas aos mecanismos citados acima, onde proteinas
capazes de metilar histonas promovem alteragdes na cromatina e no tamanho de telémero
(CACCHIONE; BIROCCIO; R1ZZ0O, 2019).

Nas células somaticas, o telémero tem uma reducéo natural de tamanho toda vez
que é finalizado um ciclo celular. Assim, ao término de sucessivas divis@es, a capacidade
proliferativa da célula pode chegar ao seu limite, desencadeando uma sinalizacéao celular
especifica que pode levar a senescéncia e apoptose. Sendo assim, os telémeros funcionam
como uma espécie de reldgio bioldgico, pois eles podem marcar o fim da capacidade de
divisdo celular (WEINBERG, 2008; BAR e BLASCO, 2016).

Cromossomos com Teléodmeros

Repeticao telomérica de TTAGGG
com alta concentracao de Guanina

= 4-15 kbp H 100-150 nt {

TTAGGGTTAGGGTTAGGG . . TTAGGGTTAGGG 3’

LEELEEREEREEEEEEELEEL g P

AATCCCAATCCCAATCCC 5’

Figura 1. Localizagdo do telémero no cromossomo e sua estrutura (Adaptado de PEREIRA Jr,
2008).




Por ter uma estrutura molecular complementar a da telomerase, os teldmeros
permitem o anelamento dessa enzima, que por sua vez consegue fazer o alongamento
telomérico, como visto em trabalhos como o de Hannen e Bartsch (2018), onde
aproximadamente 85% a 90% dos tumores utilizam a telomerase para tal atividade,
deixando assim as células com capacidade proliferativa aumentada (CESARE E
REDDEL, 2010).

A telomerase é uma ribonucleoproteina composta por duas subunidades
diferentes, uma é a chamada hTR, que é uma subunidade de RNA que atua como molde.
Jaasegunda é a hTERT, parte proteica, cuja funcéo é de transcriptase reversa. A hTR tem
461 nucleotideos, cuja estrutura rica em guanina (Figura 2) permite a interacdo da
sequéncia molde com seu dominio funcional (hTERT). Tal ligacdo promove a atividade
enzimatica capaz de replicar o DNA telomérico (HAJJ et al., 2018; SANTOS et al., 2017).

- G O DNAdotelémero é
- Telomero - construido base por base
s TEX
DNAl CCTACTGAACGGGGTTGGGGTTGGGg
3 GGATGACTTIGCCCCAACCCCAACCCe,T 4 e
AcSg -
G 2 TTGG(‘G T
Prota’na 5 2 RNA
Telomerase \--" CcccAA
e BNA !
\\»:7.} £ "4 "1"\&. »
p . - =
N

3

Figura 2. Estrutura da telomerase: complexo enzimatico terminal transferaseribonucleoprotéico.
Fonte: http://www.spektrum.de/news/verkappt-zur-unsterblichkeit/1009938(Acessado em 13/05/2018 as
23h09min).

Normalmente, a telomerase se encontra ativa nas células germinativas,
progenitoras, algumas células do sistema imunologico e nas células do sistema
embrionario, mas ndo nas células somaticas. As células do estagio embrionario, com o
passar do tempo, comegam a suprimir a enzima, tornando-a inativa (ISHAQ et al., 2016;
KARP, 2005).

A hTR é comumente encontrada em diversas células do corpo humano, enquanto
a hTERT € mais restrita e a sua expressdo geralmente estd mais associada a atividade da
telomerase em si. Além disso, a hTERT serve como cofator do complexo de transcri¢éo
p-catenina/LEF na via de sinalizacdo do WnT, e também pode estar associado a outros
diversos locais do cromossomo (SERAKINCI; TIBER; ORUN, 2018; ZHANG et al.,
2017). Destarte, mesmo atuando em outras vias, a hTERT é um fator essencial para a
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funcdo da telomerase, de modo que torna essa enzima um alvo de extrema relevancia e
interesse para fins terapéuticos no cancer (LEAO et al., 2018), porque ela esta presente
na maioria das células tumorais e ausente em grande parte dos tecidos saudaveis. Posto
isso, uma abordagem terapéutica interessante, que vem sendo intensamente pesquisada,

seria a utilizacdo de inibidores de telomerase para tratar o cancer.

1.4 Inibidores da telomerase

O cancer € uma doenca que surgiu ha muito tempo (DAVID & ZIMMERMAN,
2010), existindo inumeros estudos, no mundo todo, que buscam tratamentos mais
eficientes (SEIMIYA, 2006; BLOCK et al., 2015; TURCOTTE et al., 2017). Uma
alternativa vélida para tratar essa enfermidade ¢ a utilizac&o de inibidores da telomerase,
considerando que a maioria das neoplasias malignas utilizam essa enzima para se
manterem imortalizadas. Porém, nao se pode esquecer que também existem as neoplasias
malignas que conseguem manter a estrutura telomérica mesmo na auséncia da telomerase,
ou seja, por um mecanismo alternativo, chamado de alongamento alternativo de telémero
AAT (Chen et al., 2010), o que configura uma rota de escape para as células que forem
tratadas com tais inibidores de telomerase. Assim, mesmo sabendo que os inibidores da
telomerase ainda ndo sdo usados na pratica clinica, a inibi¢do da atividade desta enzima
continua sendo uma acao farmacoldgica de extrema relevancia, desde que o tratamento
ndo leve as células a uma pressdo seletiva que resulte em um tumor com fenétipo AAT
(VITIS; BERARDINELLI; SGURA, 2018).

Varias moléculas vém sendo estudadas como inibidores da telomerase. Elas
comecaram a ser estudadas com a finalidade de impedir o funcionamento dessa enzima
para levar ao encurtamento dos telémeros, com posterior acdo de senescéncia, gerando

danos minimos as demais células (FRINK et al., 2016).

O composto sintético BIRB-1532, por exemplo, compromete o potencial da
enzima de fazer a transcricdo reversa, levando a celula a senescéncia de maneira dose
dependente (PASCOLO et al., 2002) e sem apresentar efeito contra células normais
(DAMM, 2001). Outra classe frequentemente citada na literatura é a das moléculas
estabilizadoras do G quadruplex, que conseguem estabilizar o DNA nesta estrutura,
fazendo com que a telomerase ndo consiga prosseguir com sua atividade de alongamento
telomérico (MAJI; BHATTACHARYA, 2014).
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Recentemente, o pantoprazol, medicamento usado para refluxo gastrico foi
apresentado como um possivel inibidor da telomerase em carcinomas géastricos, por
promover um rompimento da interacdo do STAT3 com o gene do hTERT (ZHANG et al.,
2019). Também ndo se deve esquecer do imetelstat, que se mostrou um farmaco
promissor. Ela se liga ao hTR e bloqueia a regido que a telomerase usa para fazer a

transcricdo reversa e assim formar o telémero (SCHRANK et al., 2018).

Por fim, dentre os varios inibidores, existe o0 MST-312 que é um composto
descoberto recentemente e que atua por inibicdo direta da telomerase (GURUNG et
al.,2014), mostrando potencial para ser utilizado no tratamento de alguns tipos de cancer,
desde que seja provada sua eficiéncia clinica.

1.5 O inibidor da telomerase MST-312

O MST-312 é molécula sintética (figura 3) baseada em um extrato do cha verde,
galato de epigalocatequina, com o potencial de inibir a telomerase (SEIMIYA et al., 2002;
WAGHORN et al., 2017). Em diversos estudos, j& estd sendo demonstrado que esse
composto apresenta acdo antiproliferativa, em curto prazo, que pode induzir parada no
ciclo celular, senescéncia ou apoptose em diferentes linhagens de células tumorais
(SERRANO et al., 2011; GURUNG et al., 2014; GURUNG et al., 2015).

OH
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ZT
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Figura 3. Estrutura quimica do MST-312, de acordo com o fabricante (Acessado
em17/05/2018http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/m3949?lang=pt&region=BR).

Apesar de todas as acgdes citadas, a atividade do MST-312 ainda n&o foi totalmente
entendida, e 0 que se sabe é que existe a atividade como inibidor da telomerase. Todavia,

questdes como a consequéncia do uso do composto a longo prazo, se a agao citotoxica a
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curto prazo é dependente de alguma via envolvendo a telomerase e 0 mecanismo exato
de morte celular que ocorre ainda precisam ser melhor elucidados. Com esses fatos
expostos, fica clara a necessidade da realizacdo de pesquisas com o intuito de entender

melhor os mecanismos desse farmaco em células de glioma, que tem a telomerase ativa.

O objetivo geral deste estudo é investigar as possiveis formas de acdo do
MST-312 em células de glioblastoma.

Objetivos Especificos

Investigar o efeito do MST-312 a longo prazo.
Analisar o efeito do MST-312 ba expressdo do hTERT.
Entender o0 mecanismo de morte provocado pelo composto.

Avaliar o papel da inibicdo da telomerase no mecanismo de acao da toxicidade do MST-

312 a curto prazo.
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Justificativa

O céancer é uma doencga extremamente complexa, com grande repercussao no
Brasil e no mundo, o que faz com que existam pesquisas a nivel mundial buscando melhor
compreender 0s mecanismos da carcinogénese e a melhor maneira de enfrenta-la. Dessa
forma, a busca por novas moléculas com potencial antitumoral é imprescindivel. O MST-
312 é um composto, relativamente novo, que apresentou efeito contra a atividade da
telomerase, enzima responsavel por manter o tamanho telomérico, 0 que permite a
ilimitada capacidade proliferativa das células cancerigenas. Assim, ele pode ser
considerado uma molécula promissora a ser utilizada contra o cancer, embora ainda sejam
necessarios estudos que aumentem o entendimento dos mecanismos de a¢do do composto
para que, possivelmente, ele possa ser utilizado na pratica clinica. Diante disso, este
estudo busca esclarecer as formas de acdo do MST-312 em células humanas de
glioblastoma da linhagem U251, tanto com exposic¢do de curto prazo, como de longo
prazo, objetivando compreender o efeito esperado em um possivel regime de tratamento

na pratica clinica.
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Estratégia metodoldgica
Avaliar a longo prazo:

e Toxicidade;
e Morfologia;
e Expressdo do hTERT,;

e AdaptacOes provenientes do tratamento.

Avaliar a curto prazo:

e Toxicidade;

e Mecanismo de morte celular;
e Ciclo celular;

e Células knock down;

e Tempo de duplicacao.

Selecdo da linhagem

A expressdo de hTERT foi verificada em diversas linhagens celulares por
meio da técnica de RT-qPCR, técnica que faz a reacdo de transcriptase reversa seguida
de PCR (Reacdo de Polimerase em Cadeia), convertendo o RNA extraido em DNA
complementar (cDNA) e amplificando o gene de interesse. A linhagem de U251
(Glioblastoma multiforme humano) apresentou expressdo do gene hTERT e por esse

motivo foi selecionada para o estudo.

Cultura de células e tratamento com MST-312

Células de U251 foram cultivadas no meio de cultura DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle's médium - Sigma) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(Cultilab) e 10U/ml de penicilina e estreptomicina. As células ficaram mantidas na estufa
umidificada com CO2 a 5% e temperatura de 37° C. A solugéo estoque de 50 mM do
composto MST-312 (Sigma) foi diluido em dimetilsulfoxido (DMSO 0,1%). Com o fim
de ser usado na linhagem. Para o tratamento de longo prazo, as células foram divididas
em dois grupos, o grupo controle (D - tratadas apenas com DMSO a 0,035%) e o0 grupo
teste (M - tratadas com MST-312 a 1,7 uM) e foram tratadas por 300 dias, ou

aproximadamente 21 semanas, no tempo mais longo. Ja em curto prazo as células ficaram
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em exposicdo do MST-32 por 24, 48 ou 72 horas nas concentracGes crescentes de
0,25,0,5,1,2,5,10,15,25,35,50 uM e o controle foi 0 DMSO.

Analise do tempo de duplicacéo pelo teste do MTT

As células foram colocadas em placa de 96 pocos (10.000 células por poco) e a
viabilidade foi mensurada pelo ensaio de MTT. O meio de cultura foi trocado e adicionou-
se 0 MTT na concentra¢do de 1mg/ml, diluido em meio de cultura. Ap6s duas horas, foi
acrescentado o tampao para lise celular (50% de dimetilformamida (DMF) e 50% de &gua
com 20% em peso de dodecil sulfato de sddio (SDS) em p6) (CARMICHAEL et al.,
1987). A placa foi lida em leitor de ELISA com a absorbancia medida em comprimento

de onda de 490nm. O experimento foi feito com 8 replicatas técnicas.

A primeira leitura foi feita ap6s 6 horas do plaqueamento das células. Nos
experimentos seguintes, as horas foram contadas de acordo, sempre que o tampdo era

adicionado.

Analise de viabilidade celular pelo teste de MTT

As células foram colocadas em placa de 96 pocos (10.000 celulas por poco) O
experimento foi feito com 8 replicatas técnicas para cada concentracdo. O primeiro pogo
(Al) foi utilizado como branco, ou seja, ndo continha células. Apds completado o tempo
de tratamento (24, 48 ou 72 horas), o0 meio foi trocado e 0 MTT adicionado na proporc¢éo
de 2:10, diluido em meio. Ap6s duas horas, foi adicionado o tampdo para a lise celular
(50% de dimetilformamida (DMF) e 50% de dgua com 20% em peso de dodecil sulfato
de sddio (SDS) em pd) (CARMICHAEL et al., 1987). Para medir a viabilidade, foi

utilizado o leitor de ELISA na absorbancia de 490nm.

Determinacao de 1Cso%.

Foi feito o tratamento das culturas celulares com concentragdes crescentes de
MST-312 em placas de 96 pogos, com 8 replicatas para cada concentragdo do composto.
O tempo de exposicdo foi de 24, 48 e 72 horas e a viabilidade celular foi avaliada pelo
método de MTT. Para cada placa, houve 2 controles, um com meio de cultura puro e outro
com o diluente da farmaco, o DMSO, a 0,1%. Os valores de absorbancia de cada
experimento foram analisados e, desde que néo tivesse diferenca estatistica entre os dois

grupos de controle, foram realizados os testes estatisticos. A média ou a mediana,
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dependendo do caso, do controle de DMSO foi usada como representante de 100% de
viabilidade e os demais valores foram equiparados a esse. Por fim, usando regressao nao

linear, foi estimado o0 1Csgu.

Avaliacdo morfoldgica

A morfologia das células em cultura foi avaliada por microscopia de contraste de
fase. Fotografias foram feitas com uma maquina digital acoplada ao microscépio e
conectada a um computador que continha o software de anélise IC capture 2,4.

Analise de expressdo génica de hTERT

Para a extragcdo de RNA, usou-se o reagente TRIzol® (Thermo Fisher Scientific),
conforme instruc6es do fabricante, com posterior adi¢do de cloroférmio para separacao
das fases. Foi separada a parte aquosa, onde fica 0 RNA, e foi adicionado isopropanol e
depois etanol a 75%, para lavagem, com posterior secagem e adi¢do de agua ultrapura. O
RNA extraido foi quantificado pelo NanoVue Plus ™ da GE Healthcare. A reacgéo de RT-
gPCR foi feita no StepOnePlusTM Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific),
utilizando a enzima TagMan, 0s ensaios para o0s genes endégenos GAPDH e Beta-actina,
e para o0 gene de interesse hTERT (iniciadores de sequéncia - 5’-
GCTGCTCAGGTCTTTCTTTTATG-3’e¢5’- CGACGTAGTCCATGTTCACAA-3°).0
kit usado para a reacdo foi 0 GoTaq Probe 1-Step RT-gPCR System, Custom (Promega,

A6120X), de acordo com as instrucdes do fabricante.

A reacdo foi de 4 etapas: a primeira é de transcrigdo reversa com 1 ciclo a 45 graus
por 15 minutos; a segunda é a inativacdo da RT/ Ativacdo Hot Start com 1 ciclo a 95
graus por 2 minutos; a terceira e a quarta etapa tém ambas 40 ciclos, aquela a 95 graus

por 15 segundos, e essa a 60 graus por 1 minuto.

A andlise de dados de expressao génica relativa foi feita com o teste de Delta-
Delta-Ct (AACT), que calcula o ACt de cada amostra subtraindo o valor da média dos Ct
(ciclo no threshold) do gene enddgeno do valor da média dos Ct do gene de interesse.
Para o calculo do AACt foi utilizada a formula [ACt(amostra tratada)- ACt(controle)], e
posteriormente a formula 2724 foi usada para se chegar ao valor de quantificacéo relativa
(PFAFFL, 2001).

Analise de proliferacdo a longo prazo
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Para analisar a proliferacdo a longo prazo, as células U251 foram divididas em
duas placas e 0 mesmo tratamento foi realizado durante os 300 dias. A primeira placa foi
tratada com MST-312 na concentragéo de 1,7 UM e a segunda com DMSO a 0,035%. O
acompanhamento do desenvolvimento das celulas, bem como seu potencial proliferativo
durante todo esse tempo foi feito com base nas células viaveis. A cada vez que as células
cresciam até a confluéncia de 80%, era feita tripsinizacdo e contagem de células na
camara de Neubauer. Por fim, eram repicadas de 5mil a 25mil células para placas novas.
No final do tratamento, para identificar o comportamento proliferativo das células, esses

dados foram plotados em grafico.

Avaliacao de morte celular

As células, U251, foram tratadas com MST-312 na concentracao de 2 uM, por 24
e 48 horas. Depois foram tripsinizadas, centrifugadas por 15 minutos a 290G e
ressuspendidas em 400uL de PBS. Posteriormente, as células foram marcadas com
anexina V-FITC (FITC Annexin V, 556419). Seguiu-se com incubacgdo por 15 minutos.
Apbs a incubacdo, foi adicionado lodeto de propidio,dmg/ml e as células foram levadas
ao citdbmetro (FACS Calibur) para coleta dos eventos (10.000) nos canais FL1e FL3 para
anexina V e PI, respectivamente. A compensacao dos dados foi feita depois da aquisi¢do
(OFFILINE) pela “SUMMIT V4,3 usando controles negativos e positivos. O experimento

foi realizado em triplicata.

Analise da distribuicéo nas fases do ciclo celular

As células de U251 foram tratadas com MST-312 na concentragdo de 2 uM por
24 horas. Elas foram tripsinizadas, centrifugadas por 3 minutos a 2000 RPM, colocadas
por 1 hora para fixacdo em metanol e diluidas em solucéo de ciclo celular com iodeto de
propidio 50mg/ml. Depois de 15 minutos de incubacdo, as células foram levadas ao
citdbmetro (FACS Calibur) para aquisi¢do no canal FL3. Foram registrados 50000 eventos,

0s quais foram submetidos a anélise. O experimento foi realizado em triplicata.

Transfeccdo
Um plasmidio contendo sequéncia relativa ao shRNA para o gene hTERT
localizado no cromossomo 5p15.33(porgéo catalitica da telomerase humana) foi usado no

protocolo de transfeccdo, segundo instrucbes do fabricante SANTA CRUZ
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BIOTECHNOLOGY numero de catalogo sc-36641-SH. A selecao foi feita, inicialmente,
por exposi¢do a puromicina, uma vez que o plasmidio também contém o gene que confere
resisténcia a esse antibiotico. Posteriormente, por diluicdo seriada, foram feitas culturas

monoclonais, a partir de célula Unica.

Selecéo clonal

Apos fazer a transfeccdo das linhagens, foi realizada a selecéo clonal (Figura 4) ,
tanto do grupo controle (plasmideo controle) como do grupo silenciado (com o ShRNA
para o gene hTERT). Apos a realizacdo dos calculos, foi colocado o volume equivalente
para uma Unica célula por poco em uma placa de 96 pogos. O acompanhamento de cada
poco foi feito diariamente por microscopia, iniciado 6 horas apds as células serem
plaqueadas e até as culturas clonais se estabelecerem. Pogos com mais de uma célula ou
sem células foram descartados. Foram usados para 0s experimentos 0s po¢os que tinham

uma unica célula e que originaram col6nias de crescimento rapido.
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Figura 4. Imagem representativa da selecdo clonal. O nimero 1 representa um pogo que contém
apenas uma célula. O nimero 2 demonstra que no processo ficou mais de uma célula por poco. Por fim o
namero 3 indica que nenhuma célula foi colocada
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Andlise estatistica

Todos os experimentos foram feitos no minimo em triplicata e os dados gerados
receberam tratamento estatistico, sendo expressos como média e erro padrao para testes
paramétricos e mediana e percentil para os ndo paramétricos. A escolha da medida de
tendéncia central e medidas de disperséo foi feita com base na forma de distribuicdo dos
dados. Os testes utilizados para as diferentes analises estdo especificados nos resultados
deste trabalho. Os mais utilizados foram: o teste t de Student ndo pareado, o0 One-way
ANOVA com o pés teste de Dunnett para um unico parametro variavel o two-way
ANOVA seguido do teste de Bonferroni, para quando havia dois parametros variaveis.
Para dados com distribui¢do ndo normal, utilizou-se o Kruskal-Wallis com o pos teste de
Dunn. Os valores de p considerados como significativos foram os inferiores a 0,05. Os

valores de 1Csoy foram estimados por regresséo néo linear.

Resultados

Atividade citotoxica do MST-312 em células de U251
A linhagem U251 foi utilizada para saber o efeito téxico do composto MST- 312

em diferentes tempos de exposicao: 24, 48 e 72 horas.

Em 24 horas, figura 5, 0 MST-312 ndo se mostrou tdxica suficiente para permitir
o céalculo da IC50%. Na imagem de microscopia de contraste de fase (figura 5 D) fica

claro que ndo houve reducéo significativa da viabilidade celular.
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Figura 5. Atividade do MST-312 sobre as células U251 tratadas por 24 horas. Imagem A.
Viabilidade celular de U251 com diferentes concentracfes do composto. Os dados estdo em percentual em
relagdo ao controle (DMSOQ). Imagem B. Regressdo ndo linear entre concentragdo e resposta sobre as células
U251. O valor de R? foi igual a 0,6798, ndo sendo possivel calcular o 1C50%. Imagem C. Fotografia do
pogo que representa o controle de células com aumento de 40x. Imagem D. Fotografia do pogo cujas células
foram tratadas na concentragdo de 50 uM de MST-312.

No tempo de 48 horas, foi possivel calcular o 1C50%, que foi de13,88 uM. A
figura 6 B, ratifica o resultado mostrado quando comparada as imagens C (controle de
DMSOQO) e D (50 pM de MST-312), ficando evidente uma redugdo da densidade celular
em D. Houve diminuicdo significativa da viabilidade celular, comparando-se com o
controle de DMSO, nas concentragdes de 10, 15, 25, 35 e 50 uM (Figura 6 A).
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Figura 6. Atividade do MST-312 sobre as células U251 tratadas por 48 horas. Imagem A. Viabilidade
celular de U251 com diferentes concentragcdes do composto. Os dados estdo em percentual em relagdo ao
controle (DMSO). Houve resultados significativos nas concentracdes de 10 até a de 50 uM. Imagem B.
Regressdo ndo linear entre concentracéo e resposta sobre as células U251. O valor de R? foi igual a 0,8998,
sendo possivel calcular o 1C50% que foi de 13,88 UM Imagem C. Fotografia do pogo que representa o
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controle de células com aumento de 40x. Imagem D. Fotografia do pogo cujas células foram tratadas na
concentragdo de 50 pM de MST-312.

No tempo de 72 horas, as células apresentaram menor viabilidade, sendo
a concentracdo de 1C50% de 6,56 uUM. A Figura 7 B ratifica o resultado visto com a
microscopia, quando comparado a imagem 7 C (controle de DMSO) e com 7D (50 uM
de MST-312). Também se destaca que houve efeito toxico significativo a partir da
concentracdo de 15 até a de 50 puM.
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Figura 7. Atividade do MST-312 sobre as células U251 tratadas por 72 horas. Imagem A. Viabilidade
celular de U251 com diferentes concentragcdes do composto. Os dados estdo em percentual em relagdo ao
controle (DMSO). Houve resultados significativos nas concentra¢fes de 15 até a de 50 uM. Imagem B.
Regresséo ndo linear entre concentragéo e resposta sobre as células U251. O valor de R? foi igual a 0,8998.
Imagem C. Fotografia do poco que representa o controle de células com aumento de 40x. Imagem D.
Fotografia do poco cujas células foram tratadas na concentracdo de 50 UM de MST-312.

Os dados mostram que o MST-312 consegue reduzir a viabilidade celular de
forma tempo-dependente, uma vez que 0 composto se mostrou mais toxico em 72 horas
de exposicéo, e também de forma dose-dependente, pois houve significAncia estatistica
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em 48 e 72 horas a partir da concentracdo de 15 uM até a concentracdo de 50 pM.
Considerando que a curto prazo é dificil se estabelecer a relagdo da redu¢édo da viabilidade
com o encurtamento dos teldmeros, € necessaria uma exposi¢do mais longa para se avaliar

essa relacgéo.

Posto isso, para investigar os efeitos do MST-312 em longo prazo de exposigéo,
foi escolhida uma dose sub toxica, uma vez que um dos objetivos € descobrir os efeitos
do composto na expressao da telomerase, e também de tentar diminuir ao maximo o efeito
toxico do composto nas células durante o periodo de tratamento. Com base nos

experimentos das figuras 6 e 7, a concentracédo escolhida foi de 1,7 uM.

Atividade do MST-312 em exposi¢ao a longo prazo

As células U251 foram expostas ao MST-312 por 300 dias (figura 8 A) e a cada
tripsinizacdo foi realizada a contagem das células em ambos os grupos (M - células
tratadas com MST-312 na concentracao de 1,7uM, e D - células tratadas com o diluente
de MST-312- DMSO na concentracdo de 0,035%).
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Quantificagao relativa de mRNA
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Figura 8. Figura representativa do tratamento de longo prazo. Imagem A. Tratamento a longo prazo por
periodo maximo de 300 dias com MST-312 (eixo X: dias decorridos do tratamento com MST-312 na
concentragdo de 1,7 uM; eixo Y: duplicacdo da populagdo) a curva azul em D é o controle e em M é a
célula tratada com MST-312. Imagem B. MTT da linhagem U251 com 77 dias de exposi¢do ao MST-312
comparando grupo tratado (M; azul) com o grupo controle (D; preto) ndo houve diferenga estatisticas entre
0s grupos. Imagem C. Expressao relativa de hTERT do grupo tratado em rela¢do ao controle no periodo de
77 dias de tratamento. Imagem D. MTT da linhagem U251 com 150 dias de tratamento, comparando o
grupo tratado (M; vermelho) com o grupo controle (D; preto). Houve diferenca estatistica entre os grupos
(P<0,01). Imagem E. Expressao relativa de hTERT do grupo tratado em relagdo ao controle no periodo de
150 dias de tratamento. Imagem F. Fotografia da placa controle que estava em exposic¢do ao diluente DMSO
0,035%, por 180 dias. Imagem G. Fotografia da placa tratada com MST-312 na concentragéo de 1,7 pM
pelo tempo de 180 dias.

Apbs 77 dias de tratamento, quando as taxas de crescimento nos grupos ainda

eram equivalentes, foi realizado o experimento de curva de citotoxicidade por um periodo
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de 72 horas. Foi possivel identificar, a principio, um discreto efeito citotoxico do MST-
312, nas menores concentragdes, no grupo exposto ao farmaco em longo prazo em relacao
ao grupo controle (figura 8 B). Entretanto, nas concentragdes mais elevadas o efeito foi
semelhante, o que gerou um ICso proximo em ambos o0s grupos (10,2 uM e 11,63 uM). A
expressao génica do hTERT também néo foi alterada no grupo M, uma vez que esta

semelhante ao controle (Figura 8C).

O teste de MTT também foi realizado apds 100 dias de exposicao a dose subtoxica
do MST-312, mas ndo houve mudanca em relacdo ao tempo de 77 dias (dados nédo
mostrados). Apds 150 dias de exposic¢do, um efeito diferente daqueles observados até
entdo ficou evidente: na linhagem tratada com o farmaco n&o foi possivel fazer o célculo
de 1C50%, uma vez que ndo ocorreu reducdo da viabilidade celular (Figura 8 D) e o grupo
controle ainda se mostrou sensivel ao MST-312, pois seu ICsoy foi de 28,24 uM. Além
disso, mesmo as células sendo tratadas por um periodo extremamente longo com o
composto, ndo houve reducdo da expressdao da telomerase, que se mostrou expressa de

forma semelhante em ambos os grupos (figura 8 E).

Um efeito que seria esperado, a superexpressao de hTERT como mecanismo de
compensacao, ndo foi observado. Assim, a resisténcia encontrada parece estar relacionada

a outro mecanismo.

Apo6s 180 dias de exposicdo ao MST-312, foi percebida uma alteracdo na
morfologia celular. Na figura 8 G, que representa as células tratadas com o composto, as
células mostram nitida alteracdo morfologica quando comparadas com as células do

controle (figura 8 F).

Depois de 200 dias, as células tratadas com o composto continuaram a proliferar
de forma continua, adquirindo taxa proliferativa semelhante a do grupo controle. Assim,
esses dados de longo prazo sugerem a aquisi¢do de novo fendtipo (provavelmente por
selecdo) resistente ao inibidor, de modo que o mesmo, provavelmente, ndo foi capaz de

reduzir a expressdo da telomerase, como esperado para sua agéo terapéutica.

34



Atividade do MST-312 em exposi¢ao a curto prazo

Considerando que o MST-312 apresentou efeito toxico nos tempos de 48 horas e
72horas (figuras 6 e 7), foi feita citometria de fluxo com a finalidade de definir o
mecanismo de morte celular induzida pelo composto na linhagem U251, bem como o

efeito do fArmaco na distribuicdo das células nas fases do ciclo celular.

Na figura 9 é possivel notar, depois de 24 horas de exposi¢do ao MST-312, um
efeito citostatico significativo. Também é possivel observar uma parada na fase G0/G1
do ciclo celular nas células tratadas com o MST-312, um efeito significativo em
comparagdo ao grupo controle. O dado fica ratificado uma vez que o grupo tratado com
o farmaco apresentou um percentual em G2/M bem menor do que o controle (figura 9 A
e B). Para o mesmo periodo de tempo de tratamento, foi também testado o efeito pro-
apoptético da molécula nas células, mas ndo houve diferenca significava entre os grupos
(figura 9 C). O efeito pré-apoptotico foi visto apos 48 horas de exposi¢do, com um

percentual de morte foi significativamente maior nas células tratadas (Figura 9 C).

Vale ressaltar que a parada no ciclo celular aconteceu em 24 horas de exposicao e
a apoptose foi aparecer em 48 horas, ou seja, a parada no ciclo parece ser a causa da
apoptose, e sabendo que a propria telomerase tem papel regulatério no ciclo, decidiu-se
investigar se o efeito indutor de apoptose do MST-312 em curto prazo, de fato, se deve a

inibicdo da telomerase, ja que o farmaco € inespecifico para a enzima.
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Figura 9. Citometria de fluxo de apoptose e parada de ciclo celular. Imagem A As células de
U251foram cultivadas com MST-312 na concentragdo de 2 UM durante 24 horas. O percentual de células
em cada fase do ciclo celular (GO/G1, S G2/M) foi analisado usando iodeto de propidio. Imagem B. gréafico
que mostra a distribuicdo nas fazes do ciclo celular de todos os eventos testado. Na linha preta esta
representado as células tratadas com MST-312 ja na linha cinza o controle de DMSO. Imagem C. O efeito
apoptotico do MST-312 (2 uM) nas células de U251 foi avaliado nos tempos de 24 e 48 horas de tratamento.

As células positivas para anexina foram consideradas em apoptose e usando o teste T para comparacdo dos

35



grupos de MST-312 com DMSO temos os valores de P **p<0,01/ ****P<00001. Os resultados foram

expressados em média mais o desvio padrdo devido aos experimentos que foram em triplicada.

Assim, buscando-se elucidar se a telomerase influencia, mesmo que em curto
prazo, nos efeitos promovidos pelo MST-312 foi feita a transfec¢do com o intuito de inibir
expressao da enzima e comparar os efeitos do composto na linhagem transfectada e no
controle. A U251 entdo foi exposta a puromicina, e posteriormente foi feita a transfeccéo.
Com o teste feito (Figura 10) foi possivel estabelecer a concentracéo tdxica de 920 uM
do antibiético, em um tempo de exposicao de 96 horas.

Figura 10. Teste da puromicina e transfeccdo celular. Imagem A. fotografia de 96 horas com a

puromicina pogo controle. Imagem B. Fotografia com a linhagem U251 com a concentragdo de 920 uM do
antibiético por 96 horas. Imagem C. Células U251 que contém apenas o plasmideo de resisténcia a
puromicina, tais células ficaram em contato com a puromicina por 196 horas. Imagem D. Células U251
transfectadas com o plasmideo capaz de inibir o gene da telomerase, e junto porta 0 gene que concede

resisténcia a puromicina. Essas células ficaram em contato com a puromicina por 196 horas.

Com o teste da puromicina, fica claro que com 96 horas de exposicdo na
concentracdo de 920 uM, figura 10 B, ocorre a morte total das células, ao contrario do

gue ocorre no grupo controle, o qual ficou em cultura sem nenhum tratamento, figura 10
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A. Com o estabelecimento da concentracdo toxica de puromicina, foi realizada a

transfeccéo.

Assim, as células U251 foram divididas em duas placas, uma delas recebeu o
plasmideo que contém o gene responsavel por inibir a hTERT (KD), juntamente com o
que concede resisténcia a puromicina. A outra placa recebeu um gene que tem apenas o
plasmideo de resisténcia ao antibidtico, o qual vai ser utilizado como controle da

transfeccao.

Feita a transfeccéo, as células ficaram em contato com a puromicina ndo apenas
por 96 horas, mas por 196 horas, sobrevivendo a exposicao, tanto o grupo controle Figura
10 C, como o grupo silenciado (KD) Figura 10 D. Como na transfec¢do as células sao
consideradas poli clonais, foi feito o procedimento de selecdo clonal em duas placas. A
primeira com as células KD e a segunda com as do grupo controle. Quatro clones da
linhagem KD foram aproveitados (clones A, B, C e D) e um do controle. Os demais clones

Se perderam NO Processo.

O teste de selecdo clonal é um processo lento, devido ao fato de que a colénia
provem de apenas uma célula. Na figura 11 ha uma linha do tempo que demonstra a
duracdo de todo esse processo. Em aproximadamente 20 dias ap6s a transfeccdo é
possivel ter as células transfectadas poli clonais, mas sdo necessarios cerca de 115 dias

até conseguir o clone estavel (mono clonal).
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Figurall. Linha do tempo da selecéo clonal e RT-qPCR dos clones. Do tratamento com a puromicina até a
transfeccdo demora 20 dias. Do inicio da selegdo clonal até a amplificacdo do clone, o tempo médio foi de
95 dias e ao terminar essa etapa, se passaram 10 dias até a execugdo da RT-qPCR. No gréafico referente as
RT-gPCRs o0 gene controle foi a Beta-actina e o de interesse o hTERT. A barra denominada poli séo das
células poli clonais e as barras com letras de A até D sao os diferentes clones mono clonais. O teste T de
student, comparando os grupos controle e a poli clonal transfectada mostrou em resultado significativo com
P menor de 0,05 (*).

Na RT-qPCR as células poli clonais mostraram reducdo da expressdo do gene
hTERT em relacéo ao controle, resultado esse significativo estatisticamente. J& os clones
(A, B, C e D) tiveram resultados diferentes, em que o A mostrou hiperexpresséo de
hTERT e os demais clones mostraram expressdao do gene semelhante ao controle.
Destarte, foram testadas diferentes concentracbes de MST-312 nas linhagens
monoclonais e poli clonais com a finalidade de entender os possiveis efeitos do composto
em tais células.

Ao fazer o teste com MST-312 na linhagem poli clonal (KD), Gnica linhagem com
reducdo da expressdo do hTERT (figura 11), é possivel identificar resisténcia ao composto
de forma que ndo foi possivel calcular o ICsos. Outro efeito que foi observado € que em
todas as concentracGes, a linhagem KD mostrou-se mais resistente a farmaco, desde a

menor concentracdo (1 uM) até a maior (50 puM) onde tal efeito foi o dobro do grupo

controle (figura 12).
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Figura 12. Teste com o MST-312 nas linhagens U251 poli clonal transfectada. Imagem A. MTT
comparativo entre as linhagens transfectadas controle e KD, o tempo de exposi¢do ao farmaco foi de 72
horas. Imagem B. Regressdo ndo linear da U251 controle e da KD. O R? do controle foi de 0,9442 com
ICs00 de 21,21 PM. Ja na linhagem KD o R? foi de 0,87 e ndo foi possivel calcular a ICsqy. Imagem C. RT-
gPCR para mensurar a expressdo de hTERT. A linhagem KD teve uma reducdo na expressdo do gene
responsavel pela telomerase em aproximadamente 10 vezes quando comparado ao controle.

Na figura 12 A o teste estatistico T de student demonstrou significancia estatistica
na diferenca de viabilidade celular entre o grupo tratado e controle nas maiores

concentragfes (50 pM). Posto isso, talvez seja possivel que o mecanismo de agdo do
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MST-312 esteja ligado a alguma via relacionada a telomerase, mas que esta ndo seja sua
Unica via de acao, até mesmo porque ainda houve reducédo da viabilidade celular em mais
de 40%.

O MST-312, em todas as linhagens monoclonais, se manteve altamente toxico no
tempo de 72 horas, sendo notério o efeito do composto na reducgdo da viabilidade celular
que foi dose-dependente. Na figura 13 A a linhagem U251 monoclonal ndo transfectada
teve 0 ICsoy de 5,578 UM, o0 que se assemelha a linhagem poli clonal ndo transfectada
(6,56 uM), mostrando assim que o processo de selecdo clonal em si ndo altera em nada a

toxicidade do farmaco testado.

Na figura 13 B, a linhagem U251 controle, na qual ocorreu a transfeccéo, teve
ICsos de 14,21 uM, sendo bastante parecido com a figura 13 C, que representa os clones
transfectados, cujas ICsoy foram todas maiores que 10 pM, sendo, portanto, todos
equivalentes a quase o dobro da linhagem monoclonal ndo transfectada. Isso sugere que
talvez a sele¢cdo com a puromicina pode estar relacionada com uma possivel resisténcia
ao MST-312. Entretanto, a resisténcia € minima e ndo se pode esquecer que nas

monoclonais ndo houve a reducéo da expresséo da telomerase.

150 150 150

— clone A
— clone B
clone C

X — clone D
0

0.0 05 10 15 20
Log da concentragiio MST-312 (uM)

2
=3
=
=3

100

o
=]

Viabilidade celular
2

Viabilidade celular (%)
Viabilidade celular (%)

11l.0 05 00 05 10 15 20
Log da concentragao MST-312 (uM)

Figura 13. MTT por 72 horas nas linhagens U251 monoclonais. Imagem A. Linhagem U251 sem
transfecgdo monoclonal. O R? foi igual a 0,9604 e 0 1Csoy foi de 5,578 UM. Imagem B. Linhagem U251,
controle de transfeccdo. R? foi igual a 0,9666 com o ICsoy, de 14,21 uM. Imagem C. Regressdo ndo linear
entre concentragdo e resposta sobre as células U251 transfectadas com o plasmideo responsavel por inibir
0 hTERT. O clone A tem R?de 0,9295 e apresentou ICsoy de 15,64 UM. O clone B apresentou o0 R? de
0,9421 e I1Cspy de 12,26 pM. O C teve 0 R?de 0,8616 e ICsoy de 10,02 uM. e por fim o clone D com R? de
0,9521 e |C50% de 13,83 HM

<10 05 00 0.5 1.0 15 20
Log da concentragao MST-312 (uM)

Como o MST-312 age no ciclo celular, nés aproveitamos a disponibilidade de
diversas culturas clonais para avaliar se o efeito do composto variava com a taxa de
proliferacéo celular.

Na figura 14 é possivel observar o gréafico de tempo de duplicacdo de todas as
linhagens. Para facilitar a visualizac&o, a tabela 2 resume os dados mostrados até aqui. Os

tempos de duplicagdo das linhagens foram parecidos, embora dois deles tenham se

39



mostrado diferentes em relacdo aos demais, como € o caso da linhagem poli clonal KD e

do clone A.

As linhagens poli clonal (KD) e o clone A tiveram o tempo de duplicacédo
semelhantes e a0 mesmo tempo discrepante dos demais 70,25 horas para as células KD e
71,24 horas do clone A. Entretanto, os efeitos toxicos do MST-312 foram divergentes,
posto que na linhagem poli clonal ndo foi possivel calcular a dose responsavel por
decrescer em mais de 50% da viabilidade celular. Ja o clone A apresentou 1Csos de 15,64
HUM. Isso mostra que o tempo de duplicacdo ndo esta relacionado a resisténcia ao
composto apresentada na linhagem KD, o que aponta para uma possivel relagdo do efeito

demonstrado com a inibigdo do hTERT.

Ao observar a expressdo relativa do hTERT, é possivel notar que todos os clones
voltaram a expressar o gene hTERT, com alguns clones duplicando a expressao, como foi
o caso do clone C, ou quadriplicando como ocorrido no clone A (Tabela 2), sugerindo
que talvez com o longo tempo de selecdo clonal, essa linhagem consiga reverter a

transfecgdo e as células voltem a expressar o gene.
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Figura 14. Tempo de duplicacéo de todas as linhagens. O Grafico demonstra o tempo de duplicacao
em relacdo a absorbancia. O teste estatistico usado para saber os diferentes tempos de duplicacédo foi a
equacdo de crescimento exponencial (Y=Y0*exp(k*X))
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Tabela 1. Dados compilados dos experimentos conduzidos em curto prazo (IC50% para

24, 48 e 72 horas, expressao relativa do hTERT e tempo de duplicacédo das respectivas

linhagens).
IC50 24h (nM) IC50 48h (nM) IC50 72h (nM) hTERT relativa DT (horas) Longo prazo
Viabilidade ndo
+
U251 chegou a reduzir 13,88 6,56 1 47,65 2, 34’ 180
dias
50%
U251 KD poli - - Néo da de 0,0926 70,25 -
calcular

Viabilidade ndo
sz = I 14,21 0,9888 53,86 77 dias
pott 50%
U251 KD A .
D7) - - 15,64 4,86 71,24 67 dias
U251 KD B .
(C4) - - 12,26 1,85 57,72 29 dias
U251 KD C
D5) - - 10,026 2,084 50,45 37
U251 KD D
(E1L) - - 13,83 1,007 61 -
U251 Viabilidade ndo

chegou a reduzir 28,31 5,57 - 48,01 31
monoclonal

50%

O simbolo de trago (-) indica que néo foi realizado o experimento.

Discussao

Uma das mais importantes discussdes na esfera do cancer € compreender 0s
complexos mecanismos de iniciacdo e progressao da doenca. Isso vem sendo realizado
pelo estudo de marcadores especificos e do entendimento das diversas e complexas vias
de sinalizagdo que estdo relacionadas a essa doenga. No caso do glioblastoma, por
exemplo, um gene de extrema relevancia é o IDH, que quando mutado esta relacionado a
um tipo de classificacdo do tumor, e quando selvagem € vinculado a outra categoria (JOO
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et al., 2019). Tais classificaces sdo de suma importancia quando se cogita uma possivel
terapia, uma vez que, conhecendo os processos especificos da carcinogénese, conhece-se
os melhores alvos para o tratamento, o que o torna mais especifico, acarretando o aumento
de sua eficiéncia. (GOLUB et al., 2019).

Hoje em dia na clinica o quimioterapico mais utilizado para o tratamento de
glioma é a temozolamida. Ja foi demonstrado que seu uso traz beneficios terapéuticos
como por exemplo o0 aumento de sobrevida dos pacientes com glioma. Entretanto como
o glioma apresenta multiplas mudancas genéticas uma Unica droga é incapaz de oferecer
uma completa solucdo para essa doenca (CHEN et al., 2019). Assim, h& uma busca por
farmacos para suprir tal necessidade. Um exemplo de busca é o fucoxanthin, um
composto carotenoide derivado de algas, que apresentou potencial de induzir apoptose

em células de gliomas humana por meio de dano oxidativo (WU et al., 2019).

Outro composto estudado é o Imetelstat, inibidor da telomerase, que apresentou
inicialmente efeitos promissores para tratar pacientes com neoplasias mieloproliferativas.
Contudo, com o avancar das pesquisas, demonstrou-se que além de afetar células
tumorais, o composto apresentava toxicidade acentuada também em células normais
(MOSOYAN et al., 2017). Tal fato demostra a importancia de esclarecer melhor os

mecanismos de acdo de qualquer composto com possivel aplicacao clinica.

O tratamento a longo prazo com o MST-312 j& havia sido anteriormente
documentado, no estudo de MORALIS e colaboradores, que tratou células de MDA-MB-
231 por 140 dias. Entretanto, 0 tratamento de longo prazo realizado nesse estudo em
linhagem de glioblastoma foi de aproximadamente 300 dias, um dos maiores executados
com o MST-312. Sendo assim, esse longo tempo de exposicdo foi suficiente para

demonstrar a caracteristica desse inibidor de telomerase nas células U251.

Nos diferentes experimentos realizados, como nos testes de viabilidade celular,
foi demonstrado que 0 MST-312 possui um efeito tempo e dose dependente na linhagem
U251, a partir de 48 horas de exposicdo. Contudo, observou-se que esse efeito ndo se
deve a inibi¢do da telomerase, uma vez que é necessario um longo periodo de tempo para
que o teldmero comece a encurtar. Assim, a exposicdo a longo prazo foi realizada
utilizando-se o farmaco em doses subtdxicas, 0 que demonstrou que o0 MST-312 néo é
significativamente efetivo para a inibicdo da expressdo do gene do hTERT. Efeito

parecido foi verificado em linhagens de cancer de mama MCF-7 e MDA-MB-231, em
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que houve reducéo da viabilidade celular quando expostas ao mesmo composto testado
no presente trabalho (GURUNG et al., 2015).

Em 72 horas de exposic¢do ao tratamento, houve efeito equivalente ao tempo de
48 horas, também dose dependente. Embora nesse tempo, a viabilidade chegou a reduzir
quase que totalmente na maior concentracdo testada e o 1Csos% foi menor (6,56 pM). No
trabalho realizado por van Tonder, Joubert e A Cromarty (2015), foi feita a comparacéo
entre os tempos de 24h e de 72horas de exposi¢ao, com o teste de MTT, com um outro
composto 3-bromopyruvate que também demonstrou que com o aumento do tempo de

exposicao ha uma maior reducdo da viabilidade celular.

Em relacdo ao experimento de longo prazo, é pertinente ressaltar que houve uma
mudanga morfoldgica que ao final do tratamento ndo se manteve continua, pois, as células
mostraram-se resistentes ao MST-312, uma vez que, ao longo do tratamento foram
capazes de voltar a duplicar suas populacdes de forma constante apds 200 dias de
exposicdo. Esses dados justificam-se no que diz respeito aos glioblastomas, por
possuirem alguns mecanismos que os fazem resistentes a quimioterapia, como é o0 caso
da temozolamida (YIN et al., 2019), bem como a radiacdo (ZEMBRZUSKA;
OSTROWSKI; MATYJA, 2019; FAN et al., 2018).

Ademais, ndo se pode ignorar que nem em 77 nem em 150 dias de tratamento com
0 MST-312 ocorreu diferenca significativa da expressdo da telomerase, quando
comparado com os respectivos controles. No trabalho de Morais et al. (2017), as células
também apresentaram resisténcia a esse mesmo farmaco testado, todavia além de ocorrer
erosOes teloméricas, houve uma pressdo seletiva que selecionou células que possuiam
uma maior expressdo da telomerase. Esses dados sugerem que na linhagem de
glioblastoma, ao contrario do que ocorreu na de mama, as células buscaram outros meios

de resisténcia.

Uma hipdtese para explicar tal resisténcia é que ap0s um certo tempo de exposicao
ao MST-312 e com o objetivo de permanecerem vivas, as células conseguiram utilizar as
bombas de efluxo. J& existe estudo que tentou demonstrar relagdo das bombas de efluxo
com a telomerase (MORAIS et al., 2017). Um exemplo dessas bombas é a ABCG2, o
qual € um transportador de membrana existente tanto em células normais como em
algumas cancerosas, detendo um papel importante na defesa bioldgica contra
xenobidticos (VLAMING; LAGAS; SCHINKEL, 2009). Contudo, ja é relatado na
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literatura formas de inibir o ABCG2 e uma delas é usando o inibidor febuxostat, o qual
altera a caracteristica cinética na proteina de resisténcia (HEYES; KAPOOR; KERR,
2018). Dessa forma, a utilizacdo de técnicas eficazes contra essas proteinas, que
conseguiriam aumentar o tempo de vida de farmacos, poderia ser uma alternativa
interessante para driblar os mecanismos de resisténcia que alguns tumores desenvolvem
(TOYODA; TAKADA,; SUZUKI, 2019).

O mecanismo de resisténcia visto nesse estudo é alarmante para o uso do MST-
312 na linhagem de glioblastoma U251, pois como as células se adaptaram rapidamente
ao composto torna-se dificil buscar uma possivel utilizagdo desse na clinica. Tal fato se
justifica porque pacientes com glioblastoma, recorrentemente, necessitam de longos
periodos de tratamento, dado que, de acordo com a genotipagem do tumor a progressao

da doenca pode passar de 23 meses (JUE et al., 2019).

Outro ponto pertinente para acrescentar, € que se opondo ao que se demonstrava,
como as promissoras terapias telomerase alvo, 0 MST-312 — sendo um inibidor de
telomerase — ndo apresentou efeito significativo para uma possivel terapia a longo prazo.
Entretanto, tal fato ndo é constatado apenas nesse inibidor. O Imetelstat (GRN163L) em
2010, mostrou-se eficiente para terapias de diversos tumores, uma vez que, por se tratar
de um potente inibidor especifico da telomerase, se revelou um farmaco com altas
expectativas para o tratamento de diferentes tumores (ROTH; HARLEY;
BAERLOCHER, 2009). Contudo, em 2016, foi demonstrado, em tumores pulmonares,
que o imetelstat apresenta eficiéncia consideravel a curto prazo, porém, a longo prazo, 0s

teldmeros possivelmente retomam o seu crescimento (FRINK et al., 2016).

Um recente estudo, no entanto, concluiu que moléculas que tém como alvo a
dindmica dos telémeros, bem como a modulacdo da telomerase, continuam sendo uma
boa abordagem para terapia anticancer, posto que a telomerase € a maior responsavel por
alongar os telomeros em células cancerosas. Embora alguns inibidores da telomerase néo
tém apresentado efetividade clinica, recentemente, avancos aconteceram com a utilizacéo
do 6-thio-dG, uma molécula pequena que potencializa os efeitos de tais inibidores
(SUGARMAN; ZHANG; SHAY, 2019).

N&o se pode deixar de frisar que no tempo de 24 horas de exposic¢éo, verificou-se
a parada do ciclo celular nas fases GO/G1 nas células tratadas. Esse efeito, por sua vez,

pode estar associado com a morte celular por apoptose e tal argumento confirma-se, pois
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em 48 horas de exposicdo com o composto, houve diferenca estatistica entre os grupos
tratados e o controle. Dessa forma, a parada que ocorreu no ciclo celular em GO/G1
relaciona-se fortemente com a apoptose no maior tempo de tratamento utilizado (48
horas). Trabalhos relacionados ao composto demonstraram anteriormente o efeito do
MST-312 em parada do ciclo celular em G2/M ou em apoptose. Porém em célula U251,
o efeito desse composto foi observado pela primeira vez nesse estudo, e a diferenca se da
na parada, que ndo foi em G2/M, mas sim em G0/G1 (AMERI et al., 2019; FUJIWARA
et al., 2018; FATEMI; SAFA; KAZEMI, 2015).

A parada em GO/G1 pode estar relacionada ao efeito que a telomerase apresenta
em outras vias de sinalizagdo relacionadas ao ciclo celular (THOMPSON et al., 2018).
Trabalho com eupatilin, flavonoite com atividade antitumoral, usado em glioma mostrou
efeitos de parada de ciclo em G1 no entanto ndo houve posterior apoptose (FEI et al.,
2019). J& com a inibicdo da telomerase, via TPP1, ocorreu também a parada no ciclo
celular em G1 a diferenca é que houve a morte celular via apoptose (ZHU et al., 2019).
Sendo assim, uma hipdtese para uma possivel explicacdo € que com a inibicdo da
telomerase, mesmo que a curto prazo, ocorra algum efeito de parada do ciclo celular

dessas células com um posterior apoptose.

Sabendo dos efeitos toxicos que 0 MST-12 produz na linhagem, realizou-se o teste
de transfeccdo com a finalidade de relacionar se este esta ligado a acdo sobre a telomerase
ou se é produzido por alguma via independente. Trabalhos diversos vém usando tal
metodologia: Chen et al. (2017), Tomc et al. (2018) e Dilshara et al. (2019). Todos eles

inibiram 0 hTERT por meio de transfeccdo para algum propdsito especifico de estudo.

Alguns trabalhos utilizaram a puromicina como controle de transfeccdo como é o
caso do Cheng et al. (2019) e do Salazar et al. (2014). Neste é descrito um protocolo para
silenciamento de CXCR?7 utilizando shRNA na linhagem de MCF-7 e a concentracdo do
antibidtico utilizada foi de 1840 puM. Naquele, hd um tempo de exposicéo de 48 horas ao
composto na linhagem de fibroblastos embrionarios de galinha (DF-1), mas na
concentracédo de 480 pM. No presente estudo, a linhagem U251 ficou em exposic¢ao por
96 horas, na concentragdo de 920 uM (figura 9 B), 0 que demonstra que o efeito toxico

da puromicina é dependente da linhagem testada.

Neste trabalho surgiu um resultado inesperado quando analisado o dado da RT-

gPCR que foi o fato de as células poli clonais, terem tido o hTERT com a expressado
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reduzida e todos os clones selecionados voltarem a expressar o0 gene hTERT. Dos clones
estudados alguns ficaram de forma até hiper-expressa como foi o caso do clone A da
imagem 11.

Um dado que vai ao encontro dos nossos achados € que os clones com o hTERT
super expressos, nas maiores concentragdes testadas do MST-312 (25 uM até 50 uM), se
mostraram mais sensiveis ao composto quando comparado com os outros clones. Tal fato
sugere, que o inibidor apresenta-se mais tdxico em células com maiores niveis de

expressao de hTERT

Na literatura, ja ¢ bem documentado que as células conseguem comunicar-se umas
com as outras para manter um tumor estavel (CHIODONI et al., 2019), como também
que gliomas se tornam rapidamente resistentes a certos compostos utilizados em seu
tratamento (AKGUL et al., 2019). Sendo assim, uma possivel explicacdo para esse efeito
€ que como o gene responsavel por manter a imortalizacdo celular foi inibido e a selecdo
clonal € um teste bastante demorado, cujo resultado demora meses, é possivel que tenha
havido uma forte pressdo seletiva que fez as células reverterem a transfeccao, fazendo
com que a telomerase voltasse a ser expressa normalmente ou até hiperexpressa, como
efeito compensatorio, podendo justificar também a resisténcia ocorrida em alguns clones

a longo prazo.

E importante ressaltar também que no 1Csos 0s clones monoclonais, que néo
ficaram hiper-expressos, apresentaram uma resisténcia ligeiramente maior que da
linhagem ndo transfectada no tempo de 72 horas cuja ICsoq foi de 6,56 uM. Seja no clone
controle que foi de 14,21 uM (figura 13 B), seja nos diferentes clones que eram para ter
0 hTERT inibido. Uma hipétese possivel é o processo de selecdo clonal em si. Entretanto
foi empregada a técnica de selecdo clonal na linhagem néo transfectada e quando se
realizou o teste de MTT ndo houve diferenca na toxicidade em relacdo a selvagem sem a
selecdo clonal. Destarte, tal fato poderia ser explicado pela resisténcia adquirida pela

puromicina, uma vez que tal molécula é utilizada como controle na transfeccao.

Ja foi visto também que gliomas, além de serem tumores formados por diferentes
alteracOes genéticas, sdo células mutaveis e vém apresentando diversos fatores de
resisténcia a diferentes farmacos (CAFFERY; LEE; ALEXANDER-BRYANT, 2019) o

que explica, talvez, o motivo da resisténcia ocorrida ao MST-312 na linhagem U251.
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Dessa forma, como as linhagens clonais ndo mantiveram a transfeccdo foi
realizado testes com 0 MST-312 na célula poli clonal, ja que, foi a Unica linhagem que
teve reducéo da expressdo de hTERT. As linhagens poli clonais sdo caracterizada por ter
uma variedade genica imensa, pois 0s tumores estdo suscetiveis a constantes alteracdes
genéticas. Geralmente tais mutacdes acontecem para suprir sitios de ligacdo que as tornam
sensiveis a algum composto ou até mesmo para poder conferir uma vantagem de
crescimento (BIGNELL et al., 2010).

Em vista dos mecanismos que ocorrem nas células principalmente quanto a
reducdo telomérica, é certo que a curto prazo (72 horas) ndo € possivel um inibidor de
telomerase conseguir reduzir o teldmero a ponto de a célula entrar em crise e ocorrer
decréscimo significativo em sua viabilidade. Posto isso, 0 MST-312 pode ter relagdo com
a erosao telomérica (FUJIWARA et al., 2018), todavia o que justifica a reducdo da
viabilidade celular demonstrada nesse estudo em varios testes é a possivel relacdo de
alguma via de sinalizagdo ligada a telomerase, como a supressdo de NFkB ou de STAT3
(FATEMI; SAFA; KAZEMI, 2015: ZHANG et al., 2019) ou o fato de a telomerase
facilitar diretamente a progressdo do ciclo celular pela sua ligacdo com o telémero
(THOMPSON et al., 2018).

E possivel constatar a partir dos dados desse trabalho que nas células com o gene
hTERT silenciado, ha uma maior resisténcia ao MST-312 em todas as concentracfes
testadas, quando comparado com o controle, bem como, em 50 UM o composto sequer
chega a reduzir a viabilidade a menos de 50%. Entretanto, o que é inesperado € o fato de
ter ocorrido a reducdo da viabilidade. Isso indica que 0 MST-312 esta intimamente
relacionado a via de sinalizacdo dependente da telomerase, embora ainda exista a
possibilidade desse composto estar relacionado também a outras vias ou simplesmente a
reducdo da viabilidade ocorrer pelo fato de néo ter havido um silenciamento adequado do
hTERT.

Em um trabalho recente do Ameri et al. (2019) demonstrou-se que o0 MST-312
gerou toxicidade cujo motivo foi a inibigdo da telomerase. 1sso porque a enzima além de
atuar na atividade classica de manutencao do teldmero também esta relacionada com vias
de inflamacdo, apoptose e parada do ciclo celular em células de mieloma. Ele ratificou
esse fato porque 0 composto promoveu um aumento da expressdo do gene bax e uma
diminuicdo do bcl-2, gene anti apoptotico, bem como do c-Myc, gene proliferativo, e do
IL-6, TNF-a, genes esses relacionados a cascata da inflamacao.
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Nessa dissertacdo foi demonstrado que que os efeitos do MST-312, na linhagem
U251, a curto prazo, ndo estdo associados a atividade tipica da telomerase de manter o
tamanho dos teldmeros. A partir dos dados mostrados, pode-se sugerir que a atividade do
MST-312 na telomerase tem uma possivel relagdo com alguma via do ciclo celular com

posterior morte por apoptose.

Possivel mecanismo de acdo do MST-312 nas linhagens de U251

MST-312 OH

H (1) Inibi¢do da telomerase ’

(3) Apoptose

v

Figura 15. Possivel mecanismo de acdo do MST-312 na linhagem de U251. Em (1) ocorre a inibi¢do da
enzima em (2) acontece a parada do ciclo celular em GO/G1 por fim em (3) a célula entra em apoptose.
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Primeiramente, a longo prazo, € possivel afirmar que o inibidor de telomerase
MST-312 ndo seria uma boa alternativa para o uso clinico prolongado, pois, ficou claro
que as celulas desenvolveram algum mecanismo de resisténcia, o que permitiu que elas

ficassem vivas até o ultimo dos 300 dias de tratamento.

Por fim, a curto prazo, é possivel dizer que hd uma forte relacdo entre o efeito
toxico do MST-312 e a telomerase, mas nao por sua atividade tipica relacionada ao
alongamento telomérico, e sim por sua provavel atividade ligada a alguma via de ciclo

celular, uma vez que ocorreu a parada no ciclo em G0/G1 seguida de apoptose.
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