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Resumo

Inflamacédo associada ao cancer vem sendo relacionado com progressao de
fenotipo maligno em diversos tipos tumorais, inclusive glioma. Este estudo teve o
intuito de realizar uma caracterizagdo do microambiente inflamatério em gliomas,
partindo da importancia das interleucinas como moduladores sollveis na
composicdo do secretoma inflamatério, além da investigacédo de vias de sinalizacao
e processos envolvidos na caracterizacao inflamatéria em gliomas humanos.

A funcdo do secretoma e alguns dos seus componentes chaves foram
investigados in vitro para processo celulares de proliferagdo, invasao,
guimiorresisténcia, quimiotaxia e ativacdo de macrofagos. E, em adicdo, a
caracterizacdo das rotas de sinalizacdo de STAT3 e NF-kB como reguladores
essenciais ha mediacdo do secretoma inflamatorio foi estudada. A inibigdo conjunta
destes apresentou diminuicdo de parametros do fenotipo maligno agressivo de
GBM, atuando tanto na proliferacdo e migracdo celular quanto na abolicdo da
ativacao de mondcitos.

Os resultados fornecem um panorama dos processos inflamatorios em glioma
correlacionados com seu secretoma pela interacdo de tipos celulares complexos e
descreve vias inflamatorias passiveis de intervencdo por inibidores farmacol6gicos

para proveito de terapias em GBM.

Palavras-chave: Glioma; Inflamagé&o; Secretoma.



Abstract

Inflammation linked to cancer has been associated with progression of
malignant phenotype in various tumor types including glioma. This study aimed to
characterize the inflammatory microenvironment in gliomas, based on the importance
of interleukins as soluble modulators in the composition of the inflammatory
secretome, as well as to investigate signaling pathways and processes involved in

inflammatory characterization in human gliomas.

The function of the secretome and of the some of its key components were
investigated in vitro for celular processes of proliferation, invasion, chemoresistance,
chemotaxis and macrophages activation and, in addition, the signaling pathways of
STAT3 and NF-kB as essential regulators in the mediation of inflammatory
secretome production were characterized. The co-inhibition of these parameters
presented a decrease on the malignant agressive GBM features, acting not only in
the proliferation and cellular migration but also in the abolition of monocytes

activation.

The results provide an overview of inflammatory processes correlated with
glioma your secretome by the interaction of complex cell types and describes
inflammatory pathways that can be prevented by pharmacological inhibitors for the
benefit of therapies for GBM.

Keywords: Gliomas; Inflammation; Secretome.



indice de figuras

Figura I: Macréfagos associad0s @0 tUMON..........oiiieeeriieeiiiiiie e e eee et e e e e e e eeennes 16
Figura Il: Via de sinalizagao JAK/STAT ... e e e e eeaaaes 22
Figura lll: Via de sinalizaglo NF-KB ..............oiiiiiiii e, 24
Figura 1: Condicdes basais de producéo de interleucinas 6 e 8, migracao celular e
IMUNOCONLEUAOD AE QUINASE ...ceeieiiiiiiiiiieiiee ettt e e et e e e e e e e e e enbb e eee e s 33
Figura 2: Silenciamento de interleucina 6 e 8 e sua interferéncia na invasao celular
em liNhagem U25LMG ... e e e e e 34
Figura 3: Efeitos do tratamento de TMZ combinado ao silenciamento de

interleucinas 6 e 8 na viabilidade e ciclo celular em linhagem U251MG .................. 36

Figura 4: Tratamento com inibidores de quinase MAPK e sua influéncia na
viabilidade celular, producéo de interleucina e invasibilidade celular ....................... 38

Figura 5: Localizacao intracelular das proteinas STAT3 e p65, bem como suas
formas ativas por deteccao imunofluorescente em linhagem celular U251MG ........ 39

Figura 6: Efeito da co-cultura de mondcito U937 com a linhagem de glioma U251MG



Dicionario de Termos e Abreviagdes

Akt
CM
CSF
CXCR
DMSO
EGF
EGFR
ERK
FACS

GBM

JAK
MAPK
MMP
NF-kB
PI3K
PTEN
SiRNA
SNC
SOCS
SRB
STAT
TAM
TNF

VEGF

Proteina quinase B

Meio condicionado

Fator estimulante de col6nia

Receptor de quimiciona CXC
Dimetilsulfoxido

Fator de crescimento epidérmico

Receptor de fator de crescimento epidérmico
Quinase regulada por sinal extracelular
Separador de célula ativado por fluorescéncia
Glioblastoma Multiforme

Interleucina

Janus quinase

Proteina quinase ativadas por mitdgeno
Metaloproteinase da matriz

Fator nuclear kappa B

Fosfoinositideo 3-quinase

Fosfatase homologa a tensina

Pequeno RNA de interferéncia

Sistema Nervoso Central

Supressor de sinalizagao de citocinas
Sulforrodamina B

Transdutor de sinal e ativador de transcricao
Macrofago associado ao tumor

Fator de necrose tumoral

Fator de crescimento endotelial vascular



Sumario

I 1 4 o Yo U o= Vo SRR 11
1.1. Glioblastoma MUltifOrMe .............euuueimiiiiiiiiiiiiiii s 11

1.2. Glioblastoma e inflamacgao...........ccccevvviiiiiiii i 14

1.3. Macréfagos associados a0 tUMOL .......eeiiieieeeiieeeiiiee e 15

O [ 01 (=T ST T = 17

IS TR [ 01 =T (ST T = 19

1.6. Via de sinalizag8o JAK/STAT .....uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiaees 21

1.7.  Via de sinalizag8o NF-KB ............ccccciiiimmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeees 23

PN LU= 41 o3> 1 Y- P 25
3. OB BLIVOS e 26
3. 1. ODJEUIVOS GEIAIS ...t 26

3.2.  ODbjetivOS ESPECITICOS. ....ccciiiiiiiiiiiiiie e 26

4. MetOAOIOGIA c.oiiiiiiiiiiiiiieeee 27
4.1, CURIVO CEIUIAN ... e e e eeaees 27

4.2.  Viabilidade Celular...........ooooiiiiiiiiiiii e 28

4.3. ENSaio CIONOGENICO ....ccooeiiieeeeieeeee e 28

4.4, TranStECCAOD rBVEISA ....ccceiieeiee e 28

4.5. Ensaio de invasao celular...........ccccooooiiii 28

4.6. Ensaio de adesdo celular............uuiiiiiiiiiiiiii 29

A7, ELISA. e e 29

4.8, WeSIErN DIOt... ..o 30

4.9. Andlisedeciclo celular ..o 30

4.10. IMUNOCITOQUIMICA. .....uuueeie e e e e et e e e e e e e e e e e eeeaees 30

411, ANAISE EStatiStiCa. .. cen e e 31



T R (=T U] L = T [0 - TP 32

5.1. Linhagens celular de glioma U251MG e U87MG produzem interleucina
6 e 8, possuem capacidade de invasao celular e atividade basal de
(0 U] = TSRS 32
5.2. Interleucina 6 é importante para a capacidade de invasao celular na
INhagem U251MG .......oouiiiiie e 33
5.3. Silenciamento das interleucinas sensibiliza a linhagem celular U251MG
a tratamento COM TIMZ ..o e 35
5.4. STATS3 e p65 séo reguladores chave na mediagao da migragao celular
em [INhagem U251MG ... 37
5.5. Co-cultura com mondécitos potencializa a proliferacao e invasao de
gliomas via ativacao de macréfagos pelo meio condicionado de
GHOMAS. .. 40
T 1= o U= T P 43
A @20 Y o] 1V 1= T P 48
8. PEISPECTLIVAS ..o 49

9. Referéncias BibliografiCas .......cccuueiiiiiiiiiiiee e 50



11

1. Introducéao

1.1. Glioblastoma Multiforme

Tumores do Sistema Nervoso Central foram inicialmente classificados pela
Organizacdo Mundial da Saude em 1979 e desde entdo, aspectos histolégicos e
imunohistoquimicos, perfis genéticos, dados epidemiolédgicos e sinais clinicos foram
considerados para estabelecer um arranjo de mais de 130 tipos e subtipos tumorais
(Louis et al, 2007; Huttner 2012). A classificacdo atual inclui graus de malignidade
entre os tumores de gliomas que varia em escala de | (potencial proliferativo baixo e
geralmente tem a possibilidade de reseccao e cura cirirgica) a IV (rapida progressao
e de dificil terapia, apresentam alta taxa de recorréncia). Podendo ser classificados
amplamente como gliomas, este grande grupo inclui astrocitomas,

oligodendrogliomas, oligoastrocitoma,ependimomas e glioblastomas.

Os gliomas de baixo grau de malignidade sdo tumores de grau | e Il
diferenciados e de crescimento lento, apresentando bom prognéstico. Entre os mais
comuns estdo: astrocitoma difuso, astrocitoma pilocitico, oligodendroglioma,
ganglioglioma e gliomas mistos. Ja os de alto grau de malignidade sdo os tumores
de grau lll (Astrocitoma anaplastico) e IV (Glioblastoma Multiforme), os quais
correspondem a 80% dos gliomas diagnosticados, tipicamente nao diferenciados ou
anaplasicos, de alta taxa de proliferacdo e resistentes a terapia, apresentam,

comumente, prognaostico desfavoravel.

Glioblastoma multiforme (GBM) € um tumor cerebral priméario de grau IV do
Sistema Nervoso Central, sendo 0 mais comum e 0 mais agressivo em adultos
(Nishikawa, 2010), contando com até 80% dos tumores cerebrais de alto grau
diagnosticados (CBTRUS 2011). Apresenta padrdo de crescimento multifocal e é
reconhecido por sua média de sobrevivéncia baixa, em torno de doze a dezoito
meses apos diagnostico (Wen & Kesari, 2008; Grossman et al, 2010), sendo que a

sobrevida média de cinco anos é extremamente baixa, apenas 5% (Stupp et al,
2005). Pouca melhoria no prognostico de pacientes e retardo da progressdo da
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doenca foi alcangada nas Ultimas cinco décadas apesar dos avancos da medicina e
dos esforgos aplicados a pesquisa, refletindo uma necessidade médica ndo atendida
e a complexidade deste tipo tumoral, que abrange aspectos multifatoriais
(Koukourakis et al, 2009). Pelo fato de o sistema nervoso central ser um ambiente
anatdmico de dificil acesso, as terapias disponiveis costumam ser invasivas,
ineficientes e, normalmente, paliativas, apresentando um sucesso de tratamento
bastante limitado. As estratégias terapéuticas atuais incluem reseccéo cirurgica,
terapia de radiacdo e quimioterapia, principalmente com o agente alquilante de DNA,

temozolamida (Omar & Mason, 2010).

Baseado em esforcos recentes para caracterizar anormalidades genéticas
nesses tumores, GBM’s foram organizados em quatro subtipos moleculares
fundamentado na sua assinatura transcricional, sdo estes: proneural, neural,
classico e mesenquimal (Cancer Genome Atlas Research Network, 2008; Verhaak
RG et al, 2010). Destes, o tipo mesenquimal tem sido relacionado com o pior
prognaostico e com recorréncia tumoral (Phillips HS et al, 2006). A natureza agressiva
deste cancer reside na sua capacidade de se infiltrar através do tecido cerebral, em
sua caracteristica de crescimento extremo e na resisténcia intrinseca a terapias. A
habilidade das células GBM de invadir tecido cerebral saudavel é critica para a
recorréncia tumoral, responsavel pelo desfecho fatal desta doenca. Outra
caracteristica patolégica muito importante € a extensa vasculariza¢do, ou seja, a
capacidade de formacdo de novos vasos sanguineos pelo processo de
angiogénese, sendo que o grau deste correlaciona diretamente com o estagio
tumoral (Jain RK et al, 2007).

Além disso, a complexidade desse tipo de céncer tem base em sua
heterogeneidade; do ponto de vista celular, GBM’s possuem diversos tipos celulares,
alguns com tumorigenicidade aumentada, outros com caracteristicas exacerbadas
de células tronco, fatores que séo relacionados com relapso tumoral e parada
transiente no ciclo celular. Apresentando caracteristicas fenotipicas de astrocitos e
de seus precursores (Louis et al, 2007), as células estaminais neuronais, ja foram
propostas como as ceélulas de origem deste céancer, sugerindo que a perda de
regulacdo no mecanismo normal das células, incluindo a diferenciacdo de célula
tronco em astrocito pode contribuir para a patogénese do glioblastoma. Porém, as

células parenquimais associadas ao tumor, como ceélulas vasculares, microglia e
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células imunes periféricas também possuem um papel central na progressdo da

patologia (Yeung YT et al, 2013).

Sob uma perspectiva molecular, a heterogeneidade do tumor é evidenciada
pela presenca de varios sitios de mutacdo tumor-especifico. Existem varios
marcadores oncogénicos distribuidos de maneira desigual no GBM; os mais comuns
incluem a superexpressdo de EGFR mutante (EGFRuvII) e a perda do homélogo de
fosfatase e tensina (PTEN), além de diferentes mutacbes na proteina p53;
resultando no silenciamento/ativacdo diferencial de mdltiplas vias de sinalizagéo.
Acredita-se que a combinacdo complexa dos fatores celulares e moleculares confere
ao tumor uma resposta imprevisivel e usualmente negativa a intervencdes

terapéuticas (Yeung YT et al, 2013).

Por fim, o desenvolvimento de um micro ambiente inflamatério tem sido
considerado importante no desencadeamento e desenvolvimento do glioblastoma, ja
gue é conhecido como a for¢ca motriz para a progressdo na neoplasia incipiente. No
caso de GBM, o tumor é cercado por um pool de citocinas pré-inflamatoérias,
quimiocinas e fatores de crescimento, abrindo a possibilidade de estes contribuirem
ativamente para o fenétipo global de GBM. Porém, o entendimento da relagéo direta
entre o glioblastoma multiforme e o desenvolvimento de abordagens terapéuticas
gue tem como alvo a inflamacédo para GBM sao ainda limitadas (Mantovani et al,

2008; Solinas et al, 2010).
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1.2. Glioblastoma e inflamacado

A relacdo entre cancer e inflamacdo vem sendo extensamente estudada e ja
se sabe que varios modelos de eventos inflamatérios contribuem para o
desenvolvimento tumoral e que ha relacdo com o grau da doenca. Doencas ou
infeccdes repetitivas que desencadeiam um quadro de resposta inflamatoria créonica
podem eventualmente levar a um cancer e, no aspecto intrinseco, a manifestacéo de
oncogenes pode também desencadear inflamacdo associada a patologia (Aggarwal
BB,Sung B, Gupta SC, 2014).

O microambiente tumoral é influenciado por muitos outros tipos celulares,
tanto os que formam o tumor como também as células extrinsecas. Em adicdo a
isso, o rapido crescimento tumoral resulta em hipoxia e proliferacdo vascular
aberrante, proporcionando a infiltracdo de células do sistema imunitario, como
eosinofilos, neutrofilos, macréfagos e linfocitos. A comunicacdo dessa rede celular é
complexa e envolve diversas citocinas que atuam de forma parécrina e autocrina,
resultando na ativacdo ou supressdo aberrante de varias vias de sinalizacdo, as
quais contribuem possivelmente para a progressao da doenca. (Rossi et al, 1987;
Fossati et al, 1999; Murat et al, 2009; Charles & Holland 2010; Yang et al, 2011; Sen
2011; Huysentruyt et al, 2011; Curran & Bertics 2012; Charles et al, 2012).

Na patofisiologia de GBM, a relacdo entre predisposicdo inflamatoria e
desenvolvimento tumoral ainda ndo foi estabelecida, sendo assim, glioblastoma
provavelmente ndo € um cancer induzido por inflamacdo. H4 indicios de que a
inflamacdo em GBM seja impulsionada por mutacfes oncogénicas assim como
mudancas no microambiente, logo GBM é melhor descrito como um cancer que
induz inflamacdo. E importante ressaltar que a evolucdo da inflamacdo é uma
resposta ndo apenas a doenga, mas também a senescéncia e morte celular induzida
por dano a DNA devido as terapias com natureza necroética. Instabilidade genética,
modificacdes epigenéticas e mutagcdes também podem estar relacionadas a

carcinogénese por meio da inflamacéo (Albulescu R et al, 2013).
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1.3. Macrofagos associados ao tumor

Um tumor que evolui sem inflamacao crénica subjacente também apresenta
inflamacéo, através de um microambiente inflamatorio tipicamente gerado por
macrofagos associados ao tumor (TAM), os quais contribuem significativamente para
a massa tumoral (Gordon & Taylor, 2005). Estes sdo derivados de mondcitos
circulantes atraidos por moléculas secretadas pelo tumor que induzem sua
diferenciacdo para macréfagos ativos, principalmente pelo fator estimulante de
colonia CSF1. TAM comumente se acumulam em regides de necrose caracterizadas
por hipdxia (Sica A, Allavena P, Mantovani A, 2008) (Fig. |) e, apesar de a funcao
usual de um macrofago ser a de responder a patbgenos modulando a resposta
imunitaria adaptativa e reparo tecidual (Mosser & Edwards 2008), TAM’s tém sido
associados com a progressao do cancer, principalmente a metastase, por meio de

suporte de sobrevivéncia e crescimentos em sitios distantes.

Dois estados distintos de ativacdo polarizada para macréfagos foram
definidos: o fendtipo classico de macréfago ativo M1 e o fendtipo alternativo M2,
ambos induzidos por flutuagcdes na secrecéo de citocinas (Gordon & Taylor 2005;
Mantovani et al, 2002; Davis et al, 2013). Macréfagos M1 tem papel efetor em
resposta imune celular TH1 pela producédo de moduladores solUveis. Enquanto o tipo
M2 tem envolvimento com imunossupresséo, além de possuir baixa capacidade de
apresentacao de antigenos e alta producdo de citocinas; estes podem ainda ser
divididos em M2a, M2b e M2c baseado no perfil de expressao génica (Mantovani et
al, 2004; Qian BZ & Pollard JW et al, 2010). Estudos recentes tem associado o
fendétipo M2 com macréfagos associados ao tumor, relacionando estes com
processo de angiogénese, crescimento tumoral, remodelacdo tecidual e migracao
celular, favorecendo um ambiente pro-tumoral; além disso, a expresséo
predominante de macrofagos M2 reflete em estagios finais da progressao tumoral
(Mantovani A et al, 2002; Gabrusiewicz K et al, 2011).
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Figura I: Monécitos sdo recrutados para area tumoral por fatores quimiotaticos, onde sofrem
diferenciacdo por CSF1 a macrofagos, estes migram para regides de hipdxia, onde estimulam angiogénese pela
expressao de fatores como fator de crescimento endotelial (VEGF) e angiopoietina 1 e 2 (ANG1 e ANG2). TAM
também promovem invasdo tumoral, através da producdo de proteases como metaloproteinases da matriz
(MMP), crescimento e migracdo tumoral devido a fatores de crescimento e quimiocinas (fator de crescimento
epidermal EGF, interleucina 8 IL-8 e fator tumoral de necrose TNF), além de sinais anti-apoptoéticos. Além disso,
também sdo capazes de recrutar outros mondcitos e outras células hematopoiéticas, como neutréfilos e
mastécitos, que amplificam este processo (Pollard JF, 2004).
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1.4. Interleucina 8

Interleucina 8 (IL-8) foi uma das primeiras quimiocinas descobertas e foi
inicialmente identificada como um fator quimiotatico secretado por monécitos ativos
e macrofagos que promovem a migracdo coordenada e direcional de células do
sistema imunitario como neutrofilos, basofilos e linfoécitos T (Baggiolini et al, 1989;
Rossi & Zlotnik, 2000). Posteriormente, foi atribuida como um importante fator para
doencas inflamatorias e autoimune devido as suas propriedades pro-inflamatorias
(Harada et al, 1994; Koch et al, 1992; Smyth et al, 1991). Em ambiente tumoral, IL-8
pode ser secretada por diversos tipos celulares presentes de forma intrinseca ao
tumor, tais como células de defesa (macréfagos, linfocitos e neutrdfilos), células da

microglia, células endoteliais, neurénios e células neoplasicas.

IL-8 € uma quimiocina da familia CXC, em que as duas primeiras cisteinas
sdo separadas por um aminoacido, sendo que se acredita que o0 monémero € a sua
forma biologicamente ativa podendo também ter atividade autocrina (Horcher et al,
1998; Rajarathnam et al, 1994). Os efeitos biolégicos de IL-8 sdo mediados pela
interacdo especifica com dois membros da superfamilia de receptores
transmembrana acoplado a proteina G, CXCR1 e CXCR2. Ambos possuem alta
afinidade por IL-8, porém CXCR2 é naturalmente promiscuo e também se liga a
outras quimiocinas do tipo CXC (Holmes et al, 1991; Murphy & Tiffany, 1991).
Enquanto muitas das suas funcbes se sobrepdem, esses dois receptores também
sdo capazes de ativar vias de sinalizacdo intracelular distintas, exibindo diferentes
papeis fisiologicos. Entre estes meios de transducdo de sinal se encontram muitas
vias desencadeadas por quinases, entre elas: PI3K, Raf-MAPK/ERK (MEK)-ERK,
p38 MAPK e JAK2-STAT3 (Waugh & Wilson, 2008).

A expressao de IL-8 é influenciada por diversos estimulos, principalmente que
desencadeiam estresse celular, como por exemplo, producédo de espécies reativas
de oxigénio, deprivacdo de nutrientes, hipoxia e secrecdo de fatores pro-
inflamatérios como por TNFa, IL-18 ou infiltracdo de macréfagos. Em particular,
TNFa aumenta drasticamente a sintese de IL-8 em células GBM pela estabilizacdo
do mRNA. Além disso, o promotor de IL-8 contem sitios de ligacdo de diversos
fatores de transcricdo, sendo que a regulacdo por NF-kB parece ser necessaria para

atividade transcricional, enquanto que AP-1 e C-EBP/NF-IL-6 contribuem para a
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transcricdo de modo dependente da célula (Mahe et al, 1991; Mukaida et al, 1990).
A secrecdo da citocina é fortemente controlada em células normais e é indetectavel
em sistemas saudaveis, no entanto, sua expressao aberrante tem relacdo com a
patogénese do cancer e se localiza, principalmente, em regifes circundantes a

necrose e angiogénese.

A angiogénese, processo no qual ha formacdo de novos vasos sanguineos a
partir de outros preexistentes (Brat & Van Meir, 2001), é essencial para a progressao
tumoral do glioblastoma, ja que por meio deste ocorre a entrega de oxigénio e
nutrientes as células malignas, fatores criticos tanto para a expansdao das mesmas
guanto para manutencdo das células tronco que fazem parte do tumor. A
neovascularizacéo é altamente regulada e ativa apenas em condi¢des patolégicas; é
iniciada pelo aumento da permeabilidade vascular e extravasamento do plasma,
permitindo a deposicdo de proteinas pro-angiogénicas da matriz extracelular e
causando aumento da presséao do liquido intersticial e formacéo de edema, além de
limitar o acesso efetivo de drogas terapéuticas. A atividade angiogénica de IL-8
estimula a proliferacdo de células endoteliais inibindo sua apoptose, atua na
formacdo de tubos capilares e também induz expressdo de metaloproteinas da
matriz (MMP) (Li et al, 2003). Sendo que estas funcdes aparentam ser

independentes de sua atividade quimiotatica (Hu et al, 1993).

Assim, reverter essas caracteristicas por meio de terapia antiangiogénica
parece ser um alvo promissor como forma de tratamento. Expressdo de fatores pré
angiogénicos, como fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), ja foram
detectados no microambiente tumoral. Entretanto, terapias anti-VEGF, apesar de
promissoras, ndo sdo adequadas a todos os pacientes, visto que a administracdo é
cara e efeitos colaterais de carater severo foram descritos (Keunen O et al, 2011).
Provavelmente, mecanismos compensatorios interfiram na eficacia esperada;
portanto, a identificacdo e investigacdo de outros reguladores chave da

permeabilidade e angiogénese tem potencial para estudos promissores.
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1.5. Interleucina 6

A interleucina-6 (IL-6) € uma citocina inflamatéria potente, com atividade
redundante e pleiotropica que medeia uma série de funcdes fisioldgicas, incluindo a
diferenciacéo de linfocitos, proliferacéo e sobrevivéncia celular, além de potencializar
sinais apoptoticos (Kamimura D, Ishihara K, Hirano T, 2003; Heinrich PC, Behrmann
[, Muller-Newen G et al, 1998). Adicionalmente, IL-6 exerce efeitos na formacao
O0ssea, metabolismo geral e fungBes enddcrinas, tendo a habilidade de afetar
diversos tecidos e 6rgaos (Ershler WB, 1993; Wolvekamp MC, Marquet RL, 1990).

Em resposta a infeccdo ou dano tecidual, IL-6 é prontamente sintetizada e
ativa resposta imune aguda, induzindo a diferenciacdo de células B ativa em
plasmadcitos produtores de anticorpos e também células T CD4+ imaturas em
efetoras. Além disso, estimula hepatécitos para producdo de proteinas de fase
aguda como a proteina reativa C (CRP), proteina amiloide A sérica (SAA),
fibrinogénio, hepcidina e antiquimiotripsina-a, o aumento no nivel dessas proteinas
propaga um sinal de estresse emergencial, contribuindo, juntamente com a indugéo
da hematopoiese, para a defesa do hospedeiro (Heinrich PC et al, 1990). CRP e
SAA sdo marcadores de inflamacdo, sendo que sua sintese € regulada
principalmente por IL-6 e pacientes de GBM tem niveis aumentados dessas
proteinas no sangue, correlacionando com extensdo do tumor (Weiss JF et al,
1979). IL-6 tem também a habilidade de estimular a ativacdo de células natural
killers NK e a geracgédo de linfocitos T citotoxicos (Takai Y et al, 1988; Okada M et al,
1988).

A producdo de IL-6 é altamente regulada transcricionalmente e pos-
transcricionalmente e, assim que o sistema volta a homeostase, a producdo é
interrompida (Anderson P, 2008). Todavia, a sintese continua e desregulada de IL-6
tem sido relacionada com diversas doencas, entre elas o cancer (Tanaka T &
Kishimoto T, 2014). A expresséo de IL-6 ja foi descrita em diversos tipos tumorais,
sendo que em GBM sua expressao tem correlacdo com mau prognostico do
paciente (Tchirkov A et al, 2007). Além disso, a expressao de IL-6 em astrocitomas
benignos acontece raramente, sugerindo um papel potencial na malignidade do

tumor (Chang CY et al, 2005). Apesar de a producao de IL-6 parecer ser uma
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caracteristica geral de células de GBM, ainda ndo se sabe sua significancia

funcional.

A transducdo de sinal canbnica de IL-6 € iniciada pela sua ligacdo ao seu
receptor que consiste num complexo heteromérico na membrana plasmatica
formado pelo receptor especifico, IL6Ra (CD126/gp80) e pelo receptor comum de
transducdo de sinal, glicoproteina 130 (CD130/gp130) (Frei K et al, 1989). Muitos
tipos celulares respondem a IL-6, sendo assim, possui uma vasta gama de
indutores. Alternativamente, a sinalizacdo trans de IL-6 é ativada pela interacdo do
mesmo com a forma sollavel, IL6Ra e a subsequente ligacdo desse complexo com
gp130 ligado a membrana.

Em ambas as vias, através de homodimerizacdo do complexo receptor, a
sinalizagdo intracelular é propagada por membros da familia das quinases Janus
(JAK) que sofre trans e auto-fosforilacdo (Liu KD, Gaffen SL, Goldsmith MA, 1998),
levando a ativacdo e a fosforilagdo do fator de transcricdo STAT, particularmente
STAT3 (Yang J et al, 2005). Esta modificacdo permite que STAT3 forme
homodimeros pela interacdo reciproca do dominio SH2 (Mertens C et al, 2007),
expondo o sinal de localizacdo nuclear, resultando na sua translocacdo para o
nacleo onde reconhece regides enhancer de genes alvo, para iniciagdo da

transcricao destes (Fig. Il).
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1.6. Via de sinalizacao JAK/STAT
STAT3 é raramente ativo em tecido cerebral saudavel, no entanto, é

constitutivamente ativo em muitos tipos tumorais, inclusive GBM, provavelmente, em
parte, devido ao efeito autdcrino de IL-6. STAT3 regula uma diversidade de
processos celulares, pois promove a transcricdo de genes relacionados a
sobrevivéncia e crescimento celular, angiogénese, bem como genes pro-
apoptoticos. Também induz expressdo de Supressor de sinalizagcdo de citocinas
(SOCS), reguladores negativos que previnem ativacao prolongada de STAT3 em
organismos saudaveis. Além disso, STAT3 é necesséario para manter a propagacao
e pluripoténcia de células estaminais embrionarias normais e neurais, evidenciando
sua relacdo com a manutencéo de células-tronco. (Schaefer LK et al, 2002; Lo HW
et al, 2005; Lo HW et al, 2007; Alvarez JV et al, 2007; Abou-Ghazal M et al, 2008; Lo
HW et al, 2008; Rahaman SO et al, 2002, Carpenter RL et al, 2014)

Dado sua habilidade de regular tanto oncogenes como genes supressores
tumorais, STAT3 é associado com promocéo e inibicdo de oncogénese, sendo que €
dependente do tipo tumoral e contexto celular (Ecker A et al, 2009). Apesar de
apresentar papel ambiguo no desenvolvimento do tumor, STAT3 é usualmente
relacionado com padrdo tumoral mais maligno e agressivo devido a sobrevivéncia
tumoral e resisténcia a terapias; em consequéncia, possui correlacdo com grau
tumoral e desfecho clinico ruim (Weissenberger J et al, 2004; Rahaman SO et al,
2002; Wang H et al, 2004). Em adicéo a ativacao de STAT, quinases JAK também
fosforilam outras proteinas sinalizadoras, vinculando a via de sinalizacdo JAK/STAT
com outras, como MAP quinases, essa regulacdo paralela € importante na
modulacao da especificidade da resposta celular a diversas citocinas.

STAT3 também tem sido estudado no contexto de resposta imune associada
ao tumor, e foi demonstrado que microglia/macrofagos associados ao glioma
apresentam expressao diminuida de moléculas co-estimulatérias, que é restaurada
com um inibidor de STAT3. Sugerindo que inibicdo de STAT3 em células
apresentadoras de antigenos pode aumentar resposta imune anti-tumoral mediada
por células T em glioma, aprimorando tanto resposta imune inata quanto adaptativa
(Yu H et al, 2009; Hussain SF et al, 2006; Hussain SF et al, 2007; Matsukawa A et
al, 2005; Kortylewski M et al, 2005). Por fim, STAT3 também tem correlacdo com

agressividade tumoral por meio da regulacdo da transformacdo de fendtipo para
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subtipo mesenquimal (Bromberg J & Wang TC, 2009; Carro MS et al, 2010; Bhat KP
et al, 2011).

STAT3 dimer
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Figura II: Citocina se liga e estabiliza o complexo receptor levando a ativagdo da quinase Janus 1 e 3
(JAK 1 e JAK3), permitindo o recrutamento e fosforilagdo de STAT3, a qual dimeriza e entra no ndcleo, ativando
um programa de transcri¢céo dos genes alvo, sendo possivel a ativagéo dos fatores de transcrigdo NF-kB, A-Myb,
CREB, E2F. A ligagdo da citocina pode também ativar a via de sinalizagdo das proteinas quinase ativas por
mitdgenos (MAPK) e sinalizagdo de fosfoinositideo 3-quinase (PI3K), além da inducdo da transcricdo de
supressores de sinalizagdo de citocina 1 e 3 (SOCS1 e SOCS3), as quais inibem a via JAK/STAT (Adaptado de
Spolski R & Leonard WJ, 2014).
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1.7. Via de sinalizacao NF-kB

A familia NF-kB contem cinco membros estruturalmente similares: p65/Rel A,
RelB, c-Rel, p50/p105 (NF-kB1) e p52/p100 (NF-kB2). No SNC, a forma
predominante € um dimero de p65/p50 e é encontrado inativo e sequestrado no
citosol pela interacdo com inibidor de NF-kB, IkBa (Gilmore TD, 2006). Exposicdo a
uma variedade de estimulos, incluindo TNF-a, leva a fosforilagdo e a ativagao do
complexo de quinases IKK composto por IKKa, IKKB e NEMO (Chen LF et al, 2004).
Esse complexo, uma vez ativo, fosforila [kBa, que é entdo ubiquitinada e degradada
pelo preoteossomo. O dimero p65-p50 livre é entdo passivel de fosforilacdo por
IKKRB, translocacéo para o nucleo para exercer sua funcao, induzindo a expresséao de
genes inflamatoérios alvo como IL-6 e IL-8, assim como genes anti-apoptoticos
incluido Bcl-2 e Bcl-XI (Pahl HL, 1999). Aléem disso, NF-kB induz expressao de seu
regulador negativo IkBa (McFarland BC et al, 2013). H& também uma via de

sinalizacao ndo candnica demonstrada na Figura lll.

Sendo um fator nuclear importante na célula, este regula processos celulares
diversos pela transcricdo de genes de sobrevivéncia anti-apoptéticos e proliferacao,
regulacdo da resposta imunitéria a infeccdo, além de ser um componente chave na
reacao inflamatéria. Apesar de o0 mecanismo preciso da ativacdo de NF-kB em GBM
ser indefinido, ha inimeras proteinas e vias de sinalizacdo desreguladas que podem
causar a ativacdo aberrante deste fator de transcricdo, ja& demonstrado
superexpresso em gliomas (Brown RE & Law A, 2006; Zanotto-Filho et al, 2011).
Ademais, evidéncias mostram que NF-kB é importante para o balango entre
propriedade antitumoral e pré-tumoral dos macrofagos associados ao tumor,
estando envolvido na manutencédo de fenétipo M1/M2 (Saccani A et al, 2006 e
Hagemann T et al, 2008). Aléem de também ter envolvimento com o subtipo genético
agressivo mesenquimal (Bromberg J & Wang TC, 2009; Carro MS et al, 2010; Bhat
KP et al, 2011).
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A) Activation of the Canonical NF-xB Pathway B) Activation of the Alternative NF-xB Pathway
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Figura Ill: (A) Ativacdo da via candnica de NF-kB: diversos estimulos (1) podem ativar esta via como citocinas
pro-inflamatorias, padrdes moleculares associados a patégenos, entre outros. IKK ativa fosforila IkB em dois
residuos de serina conservados, induzindo sua poliubiquitinacdo (2) e degradacgdo proteolitica (3). Dimeros
citoplasmaticos de NF-kB séo liberados e translocam para o ndcleo, onde realizam transcrigdo génica (4).

(B) Ativacao da via alternativa: € iniciada por um grupo de receptores restritos que fazem parte da superfamilia
de receptores TNF (@), essa via culmina na ativacdo de IKKa (b), a qual fosforila diretamente NF-kB2/p100 (c),
induzindo protedlise parcial de p100 pelo proteossoma (d). A proteina p52 preferencialmente dimeriza com RelB

para translocacao ao nucleo (e) (Philipp J. Jost & Jirgen Ruland, 2007).
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2. Justificativa

Glioblastoma € uma doenca de incidéncia comum e grande impacto na
qualidade de vida dos pacientes, levando em conta que o progndéstico é, geralmente,
ruim e de poucos meses de sobrevida, pode ser considerado um topico importante
de estudos devido aos desafios clinicos desta area em desenvolver alternativas
terapéuticas eficientes.

Considerando que as terapias disponiveis para o tratamento sdo bastante
restritas, a investigacdo de mecanismos de vias de transducao de sinal inflamatério
gue possam modular estas, interferindo no crescimento ou malignidade tumoral, é
de grande interesse. Especialmente, pelo fato de ja existir inibidores farmacoldgicos
de diversas vias de sinalizacdo que interferem em processos celulares essenciais
para o desenvolvimento do cancer; e, sendo moléculas pequenas, estes sao
capazes de atravessar a barreira hematoencefalica, sendo entdo, uma alternativa
promissora. Além disso, a investigacao da combinacéo destes proporciona meios de
atingir mais de um processo celular em alternativa a um alvo limitado, abrindo a
possibilidade de aprimorar a intervengao terapéutica.

Ademais, ha também evidéncias que alteracbes no secretoma inflamatério de
células neoplasicas possam ser um mecanismo de escape do sistema imunitario,
contribuindo para a aquisicdo de um fenétipo maligno. Sendo assim, a investigacao
da modulagdo local por citocinas pro-inflamatorias, moléculas sinalizadoras da
resposta imune e, em particular, interleucinas, pode ajudar a entender o
microambiente pro-inflamatério tumoral. Logo, o somatério de efeitos das diferentes
citocinas - seja na proliferacdo, migracdo ou quimiorresisténcia — faz com que a
analise combinada e do papel diferencial desses mediadores seja mais informativa
que o estudo individual dos mesmos, ja que considera o ambiente complexo que o

tumor esta inserido.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral:

O objetivo deste projeto é determinar o papel das interleucinas IL-6 e IL-8 na
proliferacdo, quimioresisténcia e/ou invasdo de células de glioblastoma humano,
além da investigacdo de potencias vias de sinalizacdo envolvidas na producao

destes mediadores.

3.2. Objetivos Especificos:

e Avaliar a producédo basal de IL-6 e IL-8 em linhagens U87MG e U251MG de
glioma;

e Avaliar influéncia destas interleucinas na ativagdo de mondcitos in vitro;

e Investigar comunicacdo ceélula-célula entre glioblastoma e mondcitos e suas
consequéncias para a progressao tumoral;

e Investigar vias de transducdo de sinal envolvidas no processo e efeito na
inibicdo destas.



27

4. Metodologia

4.1. Cultivo celular

Foram utilizadas as linhagens celulares derivadas de glioma humano
U373MG/U251MG (p53/PTEN mutante) e U87MG (PTEN mutante); SH —SY5Y,
derivada de neuroblastoma humano; MCF-7, adenocarcinoma de mama; e U937,
linhagem celular de mondcito de leucemia humana. Todas as linhagens celulares
listadas sdo provenientes do painel de células ATCC (American Type Culture

Collection).

As células derivadas de glioma foram mantidas em meio DMEM com baixa
glicose, linhagens provenientes de leucemia humana em meio RPMI, SH-SY5Y foi
mantida em DMEM-F12 e, por fim, MCF-7 foi cultivada em DMEM com alta glicose.
Os meios de cultivo foram suplementados com 10% de soro fetal bovino inativado e
antibiotico, as linhagens celulares foram mantidas numa estufa com umidade,

temperatura e nivel de CO, constantes.

A preparacdo do meio condicionado (CM) foi feita pelo plagueamento em
placas de doze pocos com 700uL de meio livre de soro fetal bovino e antibiéticos por
24 horas. Quando tratadas com inibidores farmacologicos ou transfectados com
SiRNA, as células foram pré-tratadas ou transfectadas por 12 horas para permitir a
captacdo intracelular, apds, o meio foi substituido por outro sem soro fetal bovino e

antibioticos e assim, condicionado.

A co-cultura foi feita com as linhagens U251MG e U937 em proporgéo 2:1,
células de glioma plaqueadas (1x10° células) em placas de doze pocos, tiveram seu
meio retirado e adicionado os mondcitos (0,5x10* células) em meio DMEM

suplementado com 10% de soro fetal bovino e antibiéticos.

Além disso, foram usados o0s seguintes inibidores de proteinas quinases:
UO126 (MEK/ERK), SP600129 (JNK1/2), SB203580 (p38), BAY 11-7082 (IkBa) e
Stattic (STAT3) e o0 agente alquilante temozolamida (TMZ), os quais foram
dissolvidos em DMSO.
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4.2. Viabilidade celular

Para acessar a viabilidade celular in vitro, foi usado como estimativa a

reducdo de MTT (3-(4,5-dimetil)-2,5- difeniltetrazolio brometo) que, pela acdo de
desidrogenases mitocondriais, forma cristais de formazan de cor azul, passiveis de

quantificacdo em 560/630 nm, sendo proporcional a quantidade de células vivas.

4.3. Ensaio Clonogénico

1x10° células foram plaqueadas em placa de seis pocos, ap6és tratamento por
72 horas, 0 meio de cultivo celular foi trocado e o ensaio foi mantido por mais trés
dias. As células foram entdo coradas com sulforrodamina B (SRB), corante que se
liga a aminoacidos celulares basicos em meio acido (1% de acido acético), a placa

foi lavada e seca para possibilitar visualizacdo em microscopio.

4.4. Transfeccao reversa

Para os procedimentos de silenciamento celular através de RNA de
interferéncia pequenos (siRNA) foi utilizado Lipofectamina RNAiMax (Invitrogen)
para a transfeccdo reversa dos genes de IL-6 humano, IL-8 humano e p65. Além
disso, foi usado como controle negativo do método, um siRNA scrambled que possui
uma sequéncia aleatéria que ndo é complementar a nenhuma sequéncia celular. O
silenciamento foi realizado por 24 horas antes de submeter as células a

experimentacao.

4.5. Ensaio de invasao celular

Para avaliagdo da capacidade de invasao celular in vitro foi usado Kit
fluorimétrico QCM™ Boyden Chamber Assay Millipore conforme instrucdes do
fabricante. Resumidamente, as células foram preparadas por tripsinizagédo para uma
quantidade de, aproximadamente, 1x10° células em um volume de 250uL de meio
livre de soro, este é aplicado na parte de cima de uma camara que possui uma
membrana mimetizando as propriedades da matriz extracelular; na parte externa da
camara é adicionado 500uL de meio suplementado com soro, induzindo diferenca
guimiotatica, agindo como um quimio-atraente. As células capazes de migrar através
da matriz em um periodo de 24-48 horas foram dissociadas da membrana, lisadas e
detectadas através de corante CyQuant GR® que se liga a material genético; a

fluorescéncia foi lida a 480/520 nm e comparada a situagéo controle.
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4.6. Ensaio de adesao celular

As linhagens celulares de mondcitos sdo comumente cultivadas em
suspensdo, ou seja, sdo células ndo-aderentes, um dos processos iniciais da
ativagdo em macrofagos € a adesdo a matriz extracelular, sendo assim, em cultura,
0Ss mondcitos aderem a superficie da placa quando ativos, sendo um importante
parametro para estudar a interacdo destas com as células de glioma e seus
mediadores soluveis.

Em torno de 3x10° células da linhagem U937 foram plaqueadas em placas de
vinte e quatro pogos e incubadas na proporgédo 1:1 com meio condicionado ou com
as interleucinas recombinantes (5ng/mL) por 72 horas e, apos este periodo, foram
lavadas com PBS, fixadas com 4% de paraformaldeido por 15 minutos, lavadas
novamente com PBS e coradas com giemsa para observacdo em microscopio ou
0,1% de cristal de violeta por 20 minutos a temperatura ambiente para quantificacao,
este foi dissolvido em 10% de &cido acético e quantificado em espectrofotbmetro em
590 nm.

4.7. ELISA

Para quantificacdo das interleucinas 6 e 8 nos meios condicionados das
células foi usado o kit para ensaio imunoenzimético sanduiche da Sigma-Aldrich
especifico para IL-6 humano e IL-8/CXCL-8 humano, conforme instrucdo do
fabricante. Os meios de cultivo para IL-8 foram diluidos até 50 vezes para deteccéo
apropriada. De maneira sucinta, a amostra desconhecida foi adicionada a pocos que
possuem 0 anticorpo primario contra a proteina de interesse (antigeno) adsorvidos
no fundo da placa, em seguida foi adicionado anticorpo especifico contra o antigeno
e marcado com uma enzima (HRP — Peroxidase de raiz-forte) que reage com
substrato incolor, produzindo um produto colorido proporcional a quantidade de
proteina de interesse da amostra e passivel de quantificacdo em 450/550 nm, a
amostra foi comparada a uma curva padrdo com concentragdes conhecidas. Os

resultados estdo normalizados para 1x10° células.
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4.8. Western blot

Células tratadas foram tripsinizadas, lavadas com PBS, incubadas com
inibidores de proteases (ortovanadato 1mM e fenilmetilsulfonilflior 1mM) e lisadas.
O lisado celular total, em torno de 30-40ug de proteina, foi separado por SDS-PAGE
e transferido por diferenga de potencial para uma membrana de nitrocelulose. Estas
foram coradas com Ponceau, lavadas e bloqueadas com solucédo de albumina 5%
por cerca de 1h, seguida de incubacéo por 16h a 4°C com anticorpo primario anti-p-
p38, anti-p-ERK1/2 e anti-p-Akt (diluicdo 1:1000), lavagem consecutivas de 30
minutos e nova incubacdo com anticorpo secundario anti-lgG (diluigdo 1:2000) por
2h a temperatura ambiente foi realizada. A detec¢do quimioluminescente foi feita

através do fotodocumentador GE Healthcare Life Sciences® ImageQuant LAS 4000.

4.9. Andlise de ciclo celular

Células tratadas foram tripsinizadas, lavadas com PBS e centrifugadas. Em
seguida foram ressuspendidas em 500 uL de tampéo de lise (10mM PBS, 0,1% v/v
Nonidet P-40, 1,2 mg/mL de espermina, 5ug/mL de RNAse e 2,5 ug/mL de lodeto de
propidio) e incubadas no gelo por 15 minutos. A aquisicdo da incorporagdo de iodeto
de propidio no DNA celular foi medido por citometria de fluxo por FACS
(Fluorescence-activated cell sorting), possibilitando a deducdo da etapa do ciclo
celular em gue a célula se encontrava dependendo da proporcédo de DNA, avaliando
assim a distribuicdo populacional celular nas diferentes fases do ciclo celular com a
finalidade de diferenciar o efeito do tratamento sobre a proliferacéo celular (paradas
no ciclo em G1/GO, S ou G2/M) e apoptose (células hipodipléides em sub-G1). A

anélise foi feita através do software CellQuest® (BD Biosciences).

4.10. Imunocitoguimica

Células foram fixadas, em placa de vinte e quatro poc¢os, com solucao de 4%
de Paraformaldeido e 2% de glicerol em PBS por 15 minutos a temperatura
ambiente e lavadas com PBS, apa@s, foi aplicada solugdo de permeabilizacdo (PBS e
0,3% de Triton X-100) por 5 minutos a temperatura ambiente, seguido de bloqueio
com 5% de albumina solubilizada em solucdo de permeabilizacdo durante 30
minutos a temperatura ambiente. A incubacdo com anticorpo primario anti p65
(1:250), p-p65 (1:200), STAT3 (1:500) e p-STAT3 (1:300) foi realizada por 16h a 4°C
e, por fim, foi incubado com anticorpo anti-rabbit IgG conjugado ao fluoréforo Alexa
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488 (1:500). Para marcacgédo nuclear foi utilizado DAPI, as imagens foram obtidas
com EVOS FL Auto Cell Imaging System® (Invitrogen).

4.11. Andlise Estatistica

Os experimentos in vitro foram realizados trés vezes em triplicatas. ANOVA
seguido de Tukey post-hoc (Graphpad Prism) foi utilizado com p<0,05 como

significante.
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5. Resultados

5.1. Linhagens celular de glioma U251MG e U87MG produzem
interleucina 6 e 8, possuem capacidade de invaséo celular e atividade basal de
guinases.

Primeiramente, com o intuito de acessar as condi¢cdes normais da célula, foi
realizado ELISA do meio condicionado de ambas as linhagens celulares para
quantificar a producdo de IL-6 e IL-8 (Fig. 1A 1B). Além disso, foi feito ensaio de
invasdo para determinar a migracdo basal das células de glioma (Fig. 1C). A
linhagem SH-SY5Y, derivada de neuroblastoma humano, foi usada para fins de
comparacao ja que também € um cancer do SNC; ja a linhagem celular MCF-7,
derivada de adenocarcinoma de mama, foi usada como um parametro de baixa
capacidade de invasdo. Por fim, para analisar a ativacdo basal de quinases foi feito

western blot do lisado proteico celular para algumas proteinas chave (Fig. 1D).
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Figura 1: Condicdes basais de producdo de IL-6 e IL-8, migracdo celular e
imunoconteddo de quinase. (A) Quantificagdo da secrecdo de IL-6 e (B) IL-8 do meio
condicionado das linhagens celulares U251MG, U87MG e SH-SY5Y foi realizado por
ELISA.. (C) Ensaio de invasdo celular por Boyden Chamber por 24 h nas linhagens celulares
U251MG, U8B7MG, MCF-7 e SH-SY5Y. (D) Western blot para as quinases p-38, ERK1/2 e
Akt fosforiladas em lisado proteico das linhagens U251MG e U87MG. (n=3 em triplicata,
p<0,05, ANOVA seguido de post hoc de Tukey).

Como pode ser constatado no grafico, as linhagens celulares de GBM U87MG
e U251MG produzem ambas as citocinas. Sendo que a interleucina 8 estava
presente em maior concentracdo no meio de cultivo, na ordem de ng/mL e a
interleucina 6, secretada para o meio na ordem de pg/mL, mais abundante na
linhagem U251MG. Ademais, ambas as linhagens possuem capacidade de migracao
através da matriz extracelular e apresentam ativacdo basal das proteinas quinases
p38, ERK1/2 e Akt, as quais sado tipicamente envolvidas em processos de invasao

celular.

5.2. Interleucina 6 é importante para a capacidade de invaséo celular
na linhagem U251MG.

Para determinar o papel da IL-6 e da IL-8 na invasédo celular, foi realizado o
silenciamento destas interleucinas através de transfeccdo reversa por 24 h na
linhagem U251MG. Os siRNA’s foram usados em concentragdo de 60 nM e 80 nM
para IL-6 e IL-8, respectivamente, e ap0s 24 h de silenciamento, a deteccao de IL-8
e IL-6 por ELISA foi realizada para verificar a eficiéncia dos silenciamentos (Fig. 2A,
B). Em seguida, as células U251MG silenciadas foram submetidas ao ensaio de
invasao.

O quelante de ferro/zinco, fenantrolina, foi usado como controle experimental

positivo para inibicdo de metaloproteinases da matriz (MMP’s) (Fig. 2C).
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Figura 2: Silenciamento de interleucina 6 e 8 e sua interferéncia na invasao
celular em linhagem U251MG. (A) Quantificacao de IL-6 e de (B) IL-8 através de ELISA do
meio condicionado da cultura celular U251MG transfectada com siRNA para IL-6 e IL-8, bem
como RNA scrambled como controle negativo. (C) Ensaio de migragéo por 48 h da linhagem
U251MG silenciada para ambas as interleucinas, bem como controle negativo ou tratado
com 100 uM fenantrolina. (n=3 em triplicata, p<0,05, ANOVA seguido de post hoc de Tukey).

O gréfico mostra que a metodologia de silenciamento foi efetiva apds 24 h de
transfeccéo, ja que a deteccdo das interleucinas no meio condicionado para seus
respectivos siRNA’s diminui quando comparado com o controle negativo, o RNA
scrambled. Ainda, ndo observamos especificidade cruzada dos siRNA, pelo menos
nas duas interleucinas analisadas. No ensaio da camara de Boyden foi verificado
gue o nocaute das interleucinas suprime, em parte, o fenétipo maligno de invaséo
celular, o nocaute da IL-6 teve um efeito mais significativo, destacando-se como um
mediador importante na capacidade invasiva da célula, atrelado a acdo de

metaloproteinases devido a grande eficacia do tratamento com fenantrolina.
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5.3. Silenciamento das interleucinas sensibiliza a linhagem celular U251MG a
tratamento com TMZ.

A inflamacdo associada ao dano quimioterapico tem sido associada a um
efeito adverso da terapia citotoxica, a qual pode favorecer indiretamente a
resisténcia tumoral. Enquanto tal inflamacdo tem sido atribuida ao dano celular
necrotico causado pela quimioterapia, ndo se sabe se agentes como o TMZ
poderiam causar secrecdo ativa de mediadores inflamatorios pelas células tumorais
danificadas. Com o intuito de estabelecer os efeitos do quimioterapico na producéo e
secrec¢do de citocinas, as células U251MG foram tratadas com TMZ 400 uM por 24 e
48 h e, apos, foi realizado ELISA do meio condicionado destas para verificar a
guantidade de interleucina 6 e 8 (Fig. 3A, 3B). Foi verificado um aumento na
secrecao de interleucinas pré-inflamatérias em ambos os tempos de tratamento de
TMZ quando comparado ao controle.

Ademais, as células silenciadas para ambas as interleucinas, nas
concentracbes de 60 nM para siRNA-IL6 e 80 nM para siRNA-IL8, também foram
submetidas ao tratamento com o quimioterapico nas doses de 200 uM e 400 uM, por
um periodo de 72 h, usando como referéncia de comparacdo DMSO, diluente do
TMZ. E, em seguida, foi realizado ensaio de viabilidade por MTT, considerando o
grupo tratado com DMSO e transfectado com RNA scrambled como parametro
controle (Fig. 3C). Nota-se pelo grafico que a supresséo das citocinas sensibiliza a
linhagem U251MG ao tratamento com TMZ de maneira dose dependente, sendo
que silenciamento da interleucina 6 induziu maior impacto na viabilidade celular
combinada ao tratamento com o quimioterapico a 400 uM.

Com a finalidade de constatar o efeito da combinacdo do tratamento do
alquilante com o silenciamento das interleucinas no ciclo celular de U251MG, foi
realizado citometria de fluxo (FACS). As células foram primeiramente silenciadas por
24 h com concentragcbes de sSiRNA de 60 nM e 80 nM para IL-6 e IL-8,
respectivamente, e tratadas por 48 horas com 400 yM de TMZ e, entdo submetidas
ao protocolo de FACS (Fig. 3D), o qual possibilita analise da quantidade de células
em cada fase do ciclo celular. As células tratadas com o alquilante de DNA sofreram
um deslocamento para fase S em comparacdo a células sadias do controle. A
intervencdo com sSiRNA afetou ligeiramente o ciclo e a proliferagdo celular,

ocasionando uma concentracao celular em fase G1/GO. Além disso, a combinacéo
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das abordagens demonstrou efeito aditivo, contudo néo sinérgico, principalmente em

relagdo a supressdo da interleucina 6, evidenciado pela diminuicdo de células em

fase G1/GO e aumento em fase S.
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Figura 3: Efeitos do tratamento de TMZ combinado ao silenciamento de interleucinas
6 e 8 na viabilidade e ciclo celular em linhagem U251MG. (A) Quantificacdo de IL-6 por
ELISA no meio condicionado de células U251MG tratadas com 400 yM de TMZ no periodo
de 48 horas. (B) Quantificacao de IL-8 por ELISA no meio condicionado de células U251MG
tratadas com 400 yM de TMZ no periodo de 48 horas. (C) Ensaio de viabilidade celular por
MTT das células U251MG silenciadas para interleucina 6 e 8 com 60 nM e 80 nM de siRNA,
respectivamente, e tratadas por 24h e 48h com 200 uM e 400 uM de TMZ. (D) FACS da
linhagem U251MG com combinacdes de tratamento das células silenciadas para
interleucina 6 e 8 com 60 nM e 80 nM de siRNA, respectivamente, e tratadas por 48 horas
com 400 uyM de TMZ. (n=3 em triplicata, p<0,05, ANOVA).
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5.4. STAT3 e p65 sédo reguladores chave na mediacdo da migracao
celular em linhagem U251MG.

Para averiguar o0 envolvimento de proteinas quinases classicamente
envolvidas em eventos neoplasicos no desencadeamento da sinalizacao intracelular
gue regula a producao de IL-8 e IL-6, a linhagem celular U251MG foi tratada com as
seguintes concentracdes de inibidores de quinase: 20 yM U0126 (MEK/ERK), 30 uM
SP600129 (JNK1/2), 20 uM SB203580 (p38), 20 uM BAY 11-7082 (IkBa) e 5 uM
Stattic (STAT3); também foi feito combinacdo de tratamento com Stattic e BAY 11-
7082, bem como o silenciamento da subunidade p65 da proteina NF-kB por
transfeccéo reversa usando 60 nM de siRNA.

A viabilidade celular foi verificada visualmente por ensaio clonogénico em que
as células sao plagueadas em baixa densidade para que seja possivel a formacéo
de colbnias a partir de um pequeno grupo de células, estas entdo sao tratadas por
72 horas, seguido de cultivo em meio normal por mais 72 horas para recuperacao
celular, e entdo sdo coradas com SRB (Fig. 4A). Através da visualizacdo da
coloragdo, pode-se observar um efeito pronunciado no tratamento das células com
os inibidores BAY-117082 e Stattic quando comparado ao controle, a combinacgao
destes evidencia a importancia dessas proteinas para a sobrevivéncia celular ja que
ha pouquissimas células isoladas e nenhuma coldnia.

O meio condicionado foi quantificado para ambas as interleucinas através de
ELISA para cada tratamento, usando como referéncia células tratadas somente com
DMSO, diluente dos inibidores farmacoldgicos (Fig. 4B, 4C); por meio dos
resultados, pode-se constatar uma dramatica diminuicdo na producdo de
interleucinas quando U251MG ¢ tratada com inibidores de IkBa e STAT3, bem como
0 co-tratamento destes. Por fim, a linhagem U251MG tratada foi submetida a ensaio
de migracdo por um periodo de 48 horas (Fig. 4D) e, em encontro aos resultados
anteriores, Stattic e BAY tiveram efeito sinérgico, suprimindo a invasao celular, os

inibidores de MAPK também demonstraram efeito, porém nao tao eficaz.
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Figura 4: Tratamento com inibidores de quinase MAPK e sua influéncia na viabilidade
celular, producéo de interleucina e invasibilidade celular. (A) Microscopia do ensaio
clonogénico de U251MG (aumento 10X). (B) Quantificacdo, por ELISA de interleucina 6 no
meio condicionado das células U251MG tratadas com inibidores farmacolégicos. (C)
Quantificacdo de interleucina 8 por ELISA do meio condicionado da linhagem U251MG apoés
tratamento. (D) Ensaio de invaséo celular de 48 horas de U251MG tratadas com inibidores
de MAPK, NF-kB e STAT3. (n=3 em triplicata, p<0,05, ANOVA).

Dado que STAT3 e NFkB-p65 parecem ser dois reguladores importantes na
producdo destas citocinas e na invasao, realizamos imunocitoquimicas para acessar
a localizacéo intracelular destas proteinas e de suas formas ativas (fosforiladas)
através de anticorpos primario especificos, 0s anticorpos secundario eram
conjugados a Alexa 488 e o nucleo celular foi marcado com DAPI (Fig. 5). A
imunofluorescéncia revelou localizacdo intranuclear das proteinas STAT3 e p65

fosforiladas, evidenciado sua ativagéo devido a funcéo de fator de transcri¢éo.
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Figura 5: Localizacdo intracelular das proteinas STAT3 e p65, bem como suas formas
ativas por deteccdo imunofluorescente em linhagem celular U251MG. Imunocitoquimica
da linhagem celular U251MG das proteinas STAT3 e p65, bem como suas formas ativas p-
STAT3 e p-p65; na primeira coluna microscopia da marcacdo com 0 anticorpo primario, na
segunda localizacdo nuclear por DAPI e na terceira coluna a sobreposicdo das duas
imagens (aumento de 50X). (n=3 em triplicata, p<0,05, ANOVA).
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5.5. Co-cultura com monocitos potencializa a proliferacdo e invasao de
gliomas via ativagcdo de macro6fagos pelo meio condicionado de gliomas.

Por fim, com o objetivo de estudar a interacao entre células tumorais e células
do sistema imune, foi realizado co-cultura da linhagem U251MG com mondcitos
U937 (Fig. 6A). Diferentes quantidades do mondécito foram submetidos a cultura com
U251MG por 72 horas e, em seguida, foi analisada a viabilidade celular através de
reducdo de MTT (Fig. 6B); pode-se observar inducédo de proliferacdo dos gliomas
quando em contato com as células de mondcito. Além disso, foi realizado ensaio de
migracao celular para estabelecer a influéncia da comunicagdo celular destas na
capacidade de invasao em um periodo de 72 horas (Fig. 6C) e, de maneira similar a
viabilidade, a linhagem U937 induziu aumento da habilidade de invasdo das células
U251MG, enquanto que a cultura pura de mondcitos ndo demonstrou capacidade de
migragao.

Mondcitos sdo cultivados em suspenséo, todavia, quando estimulados, se
tornam ativos, aderindo a superficie da placa, sendo assim, a adesao celular para
este tipo celular € um parametro importante nos primeiros passos da transformacao
fenotipica de mondcito para macrofago. Logo, foi feito o ensaio de adesdo das
células “monocyte-like” U937 incubadas com o meio condicionado de cultura de
glioma (produzido a partir de células de glioma previamente silenciadas ou tratadas
com inibidores farmacologicos), numa proporcdo de 2 U251MG:1 U937, a cultura
dos mondcitos com RPMI é usada como controle (Fig. 6D). O silenciamento foi
realizado por 24 horas com 60 nM e 80 nM de siRNA para IL-6 e IL-8, além de
também utilizar o meio condicionado de células U251MG tratadas com 100 uM de
fenantrolina, meio condicionado de cultura basal de U251MG e U87MG, e também
do tratamento dos mondcitos com IL-6 e IL-8 recombinante na concentracdo de 5
ng/mL. Em concordancia com os resultados até entéo obtidos, o silenciamento de IL-
6 diminui a ativacdo dos mondcitos, evidenciado pela menor adesdo celular, esta
nao vinculada a MMP’s ja que o tratamento com fenantrolina nao surtiu efeito. Assim
como a aplicacao de interleucina 6 recombinante no meio da cultura de U937 induziu
adeséo.

Foi realizado coloragdo com giemsa dos mondcitos ativos quando tratados
com meio condicionado de U251MG silenciada ou tratada com IL-6 recombinante

(Fig. 6E); a imagem mostra menor numero de células aderidas quando tratadas com
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meio condicionado de supressdo de IL-6, bem como a ativacdo na adicdo de
interleucina 6 recombinante no meio de U937. Ademais, o ensaio de ades&o foi feito
com meio condicionado com inibidores farmacologicos em linhagem U251MG (Fig.
6F); assim como a coloracdo dos mondcitos com giemsa (Fig, 6G). Ambos mostram
a efetividade do co-tratamento dos inibidores de fator de transcrigdo IkBa e STAT3

em minimizar a adeséo e ativagdo dos mondcitos.
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Figura 6: Efeito da co-cultura de mondécito U937 com a linhagem de glioma
U251MG. (A) Microscopia da cultura de U251MG e da co-cultura com mondcitos (flecha
branca), num periodo de 24 horas, numa proporcao de 2 U251MG: 1 U937 (aumento de
20X). (B) Viabilidade celular por reducdo de MTT do co-cultivo com diferentes quantidades
de U937 por 72 horas. (C) Ensaio de invasdo celular comparando co-cultura e cultura das
linhagens U251MG e U937 por 72 horas. (D) Ensaio de adesdo celular das células U937
incubadas com meio condicionado de células de glioma por 48 horas. (E) Microscopia da
linhagem U937 coradas com giemsa e condicionadas em meio de U251MG silenciadas para
ambas as interleucinas e tratada com interleucina 6 recombinante (aumento de 10X). (F)
Ensaio de adesédo celular da linhagem U937 condicionadas em meio de células U251MG
tratadas com inibidores de IkBa e STAT3 por 48 horas. (G) Microscopia das células U937
coradas com giemsa e incubadas com meio condicionado de U251MG tratadas com BAY e
Stattic (aumento de 10x). (n=3 em triplicata, p<0,05, ANOVA).
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6. Discussao

Glioblastoma multiforme € um cancer primario extremamente agressivo e que
tem mostrado pouco progresso no aperfeicoamento de sua terapia, tomando pouco
proveito dos estudos atuais e dependendo ainda de resecc¢éo tumoral e eficacia do
agente alquilante temozolamida combinado a radioterapia. Avancgos através de sua
classificagdo molecular elucidaram alguns itens importantes para o estudo desse
tipo tumoral, como: marcadores histologicos, perfis transcricionais e padrdo de
mutacédo, todavia esse progresso nao tem demonstrado ainda consequéncias diretas
no cenario clinico.

Cada vez mais evidéncias sugerem que GBM € um tumor extremamente
inflamatorio, estando inserido num ambiente complexo e dindmico, de interacdo de
muitos mediadores sollveis e componentes do sistema imunitario que
provavelmente possuem a capacidade de manter e amplificar o processo de
inflamacédo local. Assim, o entendimento do secretoma inflamatoério e a interacao
entre os diferentes tipos celulares que integram o tumor podem trazer beneficios no
desenvolvimento de novas terapias, principalmente quando analisado como um
microambiente inserido em uma rede de integracdo de um espectro de sinais com
propriedades diversas oriundas de uma variedade de tipos celulares associados ao
tumor.

Inicialmente, foi determinada as condi¢cdes padrao das células de glioma,
validando a producdo de ambas as citocinas no meio condicionado das duas
linhagens celulares, U87MG (PTEN™Yp53") e U25IMG (p53™YPTEN™")
comparada a linhagem de origem neuronal, SH-SY5Y (Fig. 1A e 1B). IL-8
apresentou alta producdo e de maneira similar nas linhagens de glioma, enquanto
IL-6 demonstrou secrecdo em proporcdo menor e mais proeminente da linhagem
U251MG. Além disso, ambas as linhagens mostraram grande potencial de invasao
verificada pelo ensaio de migracdo celular, principalmente quando comparado a
linhagem de adenocarcinoma de cancer de mama nao invasivo MCF-7 (Fig. 1C).
Ambas as linhagens apresentaram ativacédo basal das quinases p38, ERK1/2 e Akt
(Fig. 1D).

Através do nocaute da producdo das interleucinas 6 e 8 (Fig. 2A e 2B), foi

possivel verificar uma supressao da migracao celular para ambas as citocinas, de
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forma mais proeminente. Contudo, no silenciamento de IL-6, destacando este como
um efetor importante na capacidade de invasdo das células de glioma U251MG e
promovendo comportamento maligno na linhagem (Fig. 2C).

IL-6 é uma citocina pro-inflamatéria, produzida primariamente por células
imunes que constituem a massa tumoral e contribuem para o secretoma da regido
cancerosa, sendo assim sua producdo pode estimular outras células a produzir
citocinas quimioatraentes, formando um ciclo de retroalimentacdo positiva. Varios
estudos mostram a correlacdo da alta expressédo de IL-6 com mau prognostico, e
também j& foi demonstrado promover migragdo em outros tumores solidos (Badache
A et al, 2001; Yao JS et al, 2006; Kanasawa T et al, 2007; Walter M et al, 2009;
Ataie-Kachoie P et al, 2013). Porém sua acéo especifica depende do tipo celular
(Weidle UH et al, 2010). Através do uso de fenantrolina, foi possivel delinear
também, a atribuicdo essencial de metaloproteinases da matriz na mediacdo da
invasao celular e, por conseguinte, na agressividade do tumor e desenvolvimento de
metastase (Fig. 2C); corroborando estudos anteriores, que ja relacionaram IL-6 na
inducdo da expressdo de MMP-2 e MMP-9. Assim, IL-6 parece ter uma funcao
autocrina na promocao da migracao celular em glioblastoma regido, provavelmente,
pela inducdo de metaloproteinases, enquanto que IL-8 possivelmente apresente um
efeito paracrino.

O padrdo de tratamento na clinica é o quimioterapico alquilante de DNA,
temozolamida, portanto foi realizado o estudo da influéncia deste na producéo de
interleucinas. A supressao de IL-6 e IL-8 levou a uma diminuigdo da viabilidade
celular em U251MG, j& que ambas estdo envolvidas em processos celulares de
crescimento e proliferacao (Fig. 3C), e acumulo das células em fase G1/GO do ciclo
celular, com aumento de quase 10% em relacdo ao controle (Fig. 3D). Ambas as
interleucinas também se mostraram levemente aumentadas em tratamento com o
quimioterapico TMZ (Fig. 3A) e, quando silenciadas, sensibilizaram as células ao
efeito do alquilante, reduzindo a viabilidade celular, mas de maneira aditiva (Fig. 3C);
posteriormente, por citometria de fluxo, foi possivel confirmar o efeito aditivo e nao
sinérgico do tratamento conjunto do nocaute das interleucinas com TMZ (Fig. 3D).
Apesar de atingir vias de promocgao de sobrevivéncia diferentes, o viés de rotas de
compensacao para promocao de viabilidade celular também podem ter influenciado

para a efichcia mediana da combinacao terapéutica.
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Até entdo, algumas evidéncias mostram que gliomas manipulam o secretoma
inflamatério produzido pelas células imunitarias infiltradas no tumor para promover
sua sobrevivéncia e favorecer um fendtipo mais agressivo. Contudo, apesar dos
resultados positivos nos experimentos realizados, € improvavel que a supressao
individual de uma interleucina, ou inibicdo de MMP’s, sejam suficientes para diminuir
o perfil maligno desse tumor, especialmente in vivo, uma vez que supressao de uma
destas citocinas pode ser compensada por um efeito de rebote em outra via
inflamatoria, como outros dados do nosso grupo demonstram (ndo publicados)
Portanto, o estudo da participacdo de reguladores-mestre das cascatas de
inflamacédo, como quinases e fatores de transcricdo reguladores de varios genes
inflamatorios, poderia elucidar uma maneira mais eficaz ou combinada de alvejar o
tumor.

Assim sendo, foi realizado ensaio clonogénico para acessar a toxicidade do
tratamento com inibidores de quinase ERK1/2, JNK1/2, p38 e os fatores de
transcricdo STAT3 e NF-kB (por meio da inibicdo de IkBa). Os inibidores BAY-
117082 e Stattic se mostraram 0s mais promissores e a combinacao destes pareceu
mostrar efeito tdxico sinergistico na linhagem U251MG (Fig. 4A). O mesmo
aconteceu na secre¢do de quimiocinas quantificada no meio condicionado das
células U251MG tratadas com os inibidores farmacoldgicos e também com
silenciamento da proteina p65, uma subunidade de NF-kB. A diminuigdo da
producdo de IL-6 foi mais proeminente no meio de células tratadas com BAY e
transfectadas com siRNA para p65, justamente pelo fato de esta interleucina ser um
dos alvos de NF-kB (Fig. 4B), ja a secrecao de IL-8 foi diminuida significativamente
nao soO pela inibicdo de componentes da rota NF-kB, como também das quinases
ERK1/2, JNK1/2 e p38, evidenciando participacdo destas quinases na propagacao
intracelular desencadeada por IL-8, que também € um alvo de NF-kB (Fig. 4C). O
efeito combinado destes inibidores se manteve na supressdo da invaséo celular,
sendo que o tratamento com Stattic teve um grande efeito na migracao, justamente
por ser um regulador na via de sinalizacdo de IL-6, j& demonstrada estar envolvida
com a capacidade celular de migragéo (Fig. 4D).

Através desses experimentos fica claro o papel central de STAT3 e NF-kB
agindo como reguladores chave na invasao e proliferacdo celular, o efeito sinérgico
provavelmente se da devido ao crosstalk destas vias ja demonstrada em outros

estudos (Yoshida Y et al, 2004). A diminuicdo do efeito de compensacao de vias
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também demonstra sua importancia ja que a inibicdo destes foi suficiente para abolir
a caracteristica de invasao neste fenotipo agressivo. Ademais o experimento de
localizac&o celular mostra a presenca de ambos reguladores ativos e no nucleo dos
gliomas, onde exercem sua funcao na forma ativa (Fig. 5)

Por fim, para estudar a influéncia do secretoma na ativagdo de mondcitos, foi
utilizado a linhagem U937 para realizar co-cultura com células de glioma U251MG.
O efeito da interacdo celular é rapido (24 horas) e corresponde a etapas iniciais da
transicdo mondcito-macréfago, evidenciada pela adesdo celular (Fig. 6A). O
secretoma do resultado da interacdo das células estimula proliferacdo dos
glioblastomas, evidenciado pelo ensaio de viabilidade (Fig. 6B) e também promove
invasdo através da matriz extracelular (Fig. 6C), o qual demonstrou um efeito ainda
maior do que o potencial de migracdo basal da linhagem U251MG. Além disso, foi
constatado a relacao da inducdo da adesdo com a presenca de interleucina 6 ja que
quando o mondécito € incubado com meio condicionado de nocaute de IL-6, a adesdo
€ diminuida significativamente, e o tratamento com interleucina 6 recombinante
aumenta a adesdo quando comparado com meio livre de mediadores inflamatorios
(Fig. 6D e 6E); pelo contrério, a inibicdo da atividade de MMP’s e supresséo de IL-8
nao exerceram modulacédo na adesdo de U937 (Fig. 6D). Enfim, a adeséao celular foi
verificada com meio condicionado do tratamento com BAY e Stattic e, corroborando
0s resultados anteriores, o efeito sinérgico dos inibidores farmacoldgicos quase
reestabeleceu a condicao basal do mondcito (Fig. 6F e 6G).

O crosstalk dos reguladores chave STAT3 e NF-kB ja foi discutido em outros
estudos e parece ser usual em GBM, correlacionando positivamente com o grau
tumoral (Nozell S et al, 2008; Lo HW et al, 2008; Brantley EC et al, 2008; Brantley
EC et al, 2008), porém ndo se sabe exatamente qual € a sobreposicdo destas vias,
sendo que é dependente do processo celular. A interacdo complexa entre as vias de
sinalizacdo JAK/STAT e NF-kB tem sido cada vez mais associada com um papel
central na progressao tumoral (Lee H et al, 2009; Grivennikov S et al, 2009) e ja foi
demonstrada em diferentes niveis: pela ativacdo de STAT3 por fatores induzidos por
NF-kB, como por exemplo IL-6, o0 qual possui intima relacdo com NF-kB no
desenvolvimento tumoral, sendo que os efeitos de proliferacdo e sobrevivéncia de
IL-6 sdo mediados por STAT3 (Grivennikov S et al, 2009); pela ativacdo de STAT3
no processamento de NF-kB levando a respostas pré-apoptoticas (Nadiminty N et al,

2006); pela promocéo da translocacéo nuclear de NF-kB por STAT3 (Yang J et al,
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2007); pela ativagdo constitutiva de ambos os fatores de transcricdo estar
correlacionada reciprocamente através do aprisionamento no nucleo (Lee H et al,
2009); e pela competicdo em varios sitios promotores ja que possuem genes alvos
em comum (Lee H et al, 2009). Essas evidéncias demonstram cooperatividade entre
STAT3 e NF-kB no céncer e ajudam a elucidar o motivo de ambos os fatores de
transcricdo possuirem um repertdrio sobreposto de genes relacionados com
sobrevivéncia, proliferacdo e angiogénse; colocando-os em eminéncia
principalmente como alvo promissor para novas abordagens terapéuticas (Atkinson
GP et al, 2010).
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7. Conclusao

GBM continua como um dos canceres mais desafiadores devido a sua
complexidade que engloba caracteristica como: localizacdo, agressividade natural,
quimiorresisténcia, fendétipo invasivo e heterogeneidade celular e molecular. Nesse
contexto, o estudo de componentes chaves bem como a integracdo com o sistema
imunitario auxilia no entendimento do processamento de inumeras sinalizacdes
provenientes do dialogo intercelular, resultando no secretoma inflamatério, o qual
demonstra ter participacao crucial no desenvolvimento e progresséo de GBM.

Conforme nossas analises, componentes distintos do secretoma inflamatério
contribuem para diferentes processos malignos em glioma, em particular a
interleucina 6 demonstrou funcdo central na regulacdo da migracdo celular,
provavelmente mediada por MMP’s. Ademais, demonstramos também que o
secretoma de GBM participa na quimiotaxia e ativacdo de mondcitos, e que estes
correlacionam-se com o perfil de macréfagos associados ao tumor.

O quimioterapico usado na clinica, ndo apresentou sinergia com inibicao da
atividade de interleucinas, demonstrando apenas um efeito aditivo, apesar de o
nocaute de IL-6 e IL-8 sensibilizar os gliomas ao tratamento com o quimioterapico.

A co-cultura de mondcitos e células de glioma potencializou o fendtipo
maligno, corroborando novamente o envolvimento do secretoma inflamatério na
agressividade tumoral.

Por fim, STAT3 e NF-kB s&o reguladores essenciais do fendétipo inflamatério
em GBM e a combinacdo de sua inibicdo diminui significativamente invasao,
proliferacéo e ativacdo de mondcitos em GBM.

Através dos experimentos, evidenciamos STAT3 e NF-kB como alvos
promissores para abordagem terapéutica; a abolicdo principalmente da interleucina

6, também se mostrou como alvo terapéutico promissor.
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8. Perspectivas

e Avaliar atividade de metaloproteinases da matriz por zimografia;

¢ Identificar fenotipo M1/M2 na ativacdo dos mondcitos;

e Distinguir populacdo de células tronco no glioma e atribuir relacdo com
processos celulares de migracédo, estudando seu envolvimento na recorréncia
tumoral,

e Associar conjunto de processos celulares alterados a tipo molecular em GBM
(proneural, neural, classico e mesenquimal);

¢ Investigar correlacéo de IL-8 com angiogénese em GBM,;

e Experimentos in vivo.
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