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RESUMO

Introducédo: O Glioblastoma (GBM) é o tumor cerebral primario mais comum e agressivo em
adultos. A terapia antineoplasica com Temozolomida (TMZ) foi implantada na clinica por
aumentar as taxas de sobrevida em combinacdo com a resseccdo cirdrgica seguida de
radioterapia. Infelizmente, os beneficios do TMZ sdo limitados e a sobrevida média ainda
permanece em 14 meses. O efeito citotoxico do TMZ é dado pela formacéo de O8-metilguanina
e consequente desemparelhamento com a timina em ciclos de replicacdo celular, levando a
diferentes desfechos celulares, como apoptose e senescéncia. Um dos principais motivos para
a baixa taxa de sobrevida é a aquisicdo de resisténcia ao tratamento. A resisténcia ao TMZ é
dada, principalmente, pela grande heterogeneidade genética e epigenética encontrada nesses
tumores. As alteracGes genéticas tendem a ser estdveis e irreversiveis, enquanto que as
epigenéticas mostram-se dindmicas e reversiveis. A epigenética é descrita por eventos que
alteram o0 estado da cromatina, como padrdes de metilacdo do DNA e modificacbes pos-
traducionais de histonas, interferindo na expressdo génica sem alterar a sequéncia do DNA.
Dessa forma, cada célula da populacdo tumoral pode apresentar um comportamento Unico de
resposta ao quimioterapico. A possibilidade de reversao das mudancas epigenéticas tornou as
enzimas modificadoras de histonas, como histonas deacetilases (HDACs) e histonas
demetilases (KDMs), excelentes alvos terapéuticos. A terapia epigenética tem como objetivo
ressensibilizar as células ao quimioterapico através da re-expressdo de genes como 0s pro-
apoptoticos e diminuicdo da variabilidade fenotipica. Objetivos: homogeneizacao da resposta
celular de area nuclear ao TMZ através da modulagdo epigenética via inibicdo de KDM5A e
HDACSs a nivel de células Unicas. Discussdo: A area nuclear fornece informacdes importantes
acerca do estado celular, como a senescéncia, visto que células senescentes apresentam uma
maior &rea nuclear. A senescéncia é um estado de parada de ciclo celular permanente
desencadeada por processos como resposta ao dano ao DNA cronica. Nossa ferramenta de
analise da heterogeneidade entre a area nuclear de células dentro de uma coldnia foi capaz de
gerar dados como proporgdo de células senescentes, média da &rea nuclear por colénia e
coeficiente de variacdo da area nuclear entre células em col6nias. Resultados: Nossos
resultados preliminares indicam que a combinacdo CPI-455, um inibidor especifico de
KDMB5A, com TMZ pode levar & diminuicdo da proliferagdo celular através da inducdo de
senescéncia. Provavelmente, o estado de cromatina favoravel a transcricdo provocada pela
inibicdo de KDM5A, aumentou a expressao de genes envolvidos nos processos de inducgéo de
senescéncia, enquanto que a combinagdo SAHA e TMZ diminuiu a proporcdo de células
senescentes e a taxa de crescimento, indicando que o SAHA pode ter sensibilizado as células
ao TMZ e talvez aumentado as taxas de apoptose. Conclusdo: mais estudos Sdo necessarios
para a confirmacdo dos efeitos benéficos dos moduladores e a compreensao de seu mecanismo.

Palavras-chave: Glioblastoma. Area nuclear. Temozolomida. Epigenética. KDM5A. Histona
deacetilase. Senescéncia



ABSTRACT

Introduction: Glioblastoma (GBM) is the most common and aggressive primary brain tumor
in adults. Despite the multimodal treatment consisting of surgical debulking followed by
radiotherapy and chemotherapy with Temozolomide (TMZ), the GBM patients prognosis
remains poor, with a median survival around 14 months. The cytotoxic effect of TMZ is
mediated by O8-methylguanine formation, which mismatches with thymine in subsequent DNA
replication cycles. This was described as leading to several cellular outcomes, such as apoptosis
and senescence-like events. The emergence of TMZ resistance is the main responsible for
therapeutic failure and tumor relapse. The lack of successful therapy is often assigned to the
genetic and epigenetic heterogeneity of this tumor. Genetic alterations tend to be stable and
irreversible, while epigenetic changes can be dynamic and reversible. Epigenetic is described
by chromatin state modification events, like histones pos-translational modifications, that lead
on change of gene expression without altering DNA sequence. Thus, each cell of a tumor
population may present an unique chemotherapy response behavior. The reversal possibility of
epigenetic changes cause the emergence of histone modification enzymes, such as histone
deacetylases (HDACs) and histone demethylases (KDMs), as excellent therapeutic targets.
Epigenetic therapy purpose is ressensibilize cells to chemotherapy through re-expression of
pro-apoptotic genes, for example, and decrease phenotypic variability. Objectives:
homogenization of nuclear area cell response to TMZ through epigenetic modulation via
inhibition of KDM5A and HDAC:s at the level of single cells. Discussion: the nuclear size
provides information about cellular state, such as senescence, that presents bigger nuclear size.
Cell senescence is a permanent cycle arrest state triggered by process like chronic DNA damage
response. Our tool of nuclear area heterogeneity analysis among cells was able to generate data
on the proportion of senescent cells, nuclear area average by colony and nuclear area coefficient
variation among cells in colonies. Results: Our preliminary results indicate that CPI-455, an
specific KDM5A inhibitor, and TMZ in combination could lead to decreased proliferation by
senescence induction. Probably, the open chromatin state caused by KDMS5A inhibition
increased the expression of pro-senescence genes. In other hand, SAHA, an HDAC | and 11
inhibitor, and TMZ combination diminished senescence cells proportion and growth rate,
indicating that SAHA may ressensitize cells to TMZ and maybe increase apoptosis rate.
Conclusion: however, more tests are needed for the confirmation of benefical effects of theses
epigenetic modulators and the mechanism understanding.

Keywords: Glioblastoma. Nuclear area. Temozolomide. Epigenetic. KDM5A. Histone
deacetylase. Senescence
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1. INTRODUCAO

1.1 CANCER

Céancer é o nome dado ao conjunto de centenas de doencas que tém em comum 0
crescimento desordenado de células e a constante alteracdo genémica. O processo de conversdo
de uma célula ndo maligna em uma célula maligna é dado através da aquisicdo sequencial de
alteracdes, conhecidas como hallmarks do cancer, que compreendem autossuficiéncia em sinais
proliferativos, insensibilidade a sinais anticrescimento, evasdo a sinais de morte, potencial
replicativo ilimitado, inducdo de angiogénese e ativacdo de mecanismos que levam a invasdo
tecidual e metastase (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Em suma, acredita-se que células
cancerigenas surjam como resultado da instabilidade gendémica e seu consequente acimulo de
defeitos nos mecanismos de controle da divisdo celular e no sistema de retroalimentacéo da
célula (HORNE; POLLICK; HENG, 2015).

Por ser a caracteristica diferencial da doenca, a proliferacdo celular tumoral foi, e
mantém-se, alvo de muitos estudos. Hoje, sabe-se que enquanto células normais necessitam de
sinais exdgenos de crescimento para evadir o estado quiescente e tornarem-se proliferamente
ativas, células tumorais sdo capazes de atingir a independéncia da estimulacdo do
microambiente tecidual através da producdo de seus préprios fatores de crescimento
(HANAHAN; WEINBERG, 2011). Além da estimulacdo autdcrina, ocorrem alteracGes em
proteinas envolvidas na via de sinalizagao dos fatores de crescimento, como receptores tirosina-
quinase, que podem ter sua conformacdo modificada para a ativacdo independe do ligante e
provocar a entrada das células em uma retroalimentac&o infinita de estimulagdo proliferativa
sustentada (DU; LOVLY, 2018).

Mesmo com a autossuficiéncia em sinais de crescimento, mecanismos como evasao a
sinais anticrescimento e pro-apoptéticos sdo necessarios para que a célula obtenha um potencial
replicativo ilimitado. Esses processos ocorrem atraves da alteracdo de proteinas chaves na
regulacdo do ciclo celular, que controlam a decisdo entre proliferacdo, senescéncia ou apoptose,
como pRb e p53 (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Tanto pRb quanto p53 funcionam como
estagios de controle na fase G1/S do ciclo celular, impedindo a progressdo do mesmo quando
em condicGes subotimas, protegendo a célula contra o rearranjo cromossdmico e acumulo de
mutacdes (HICKMAN, 2002);(GIACINTI; GIORDANO, 2006). A mutacdo das mesmas,
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permite entdo, a replicacdo celular sem o reparo correto das mutagbes ja estabelecidas
(BURKHART; SAGE, 2008).

A consequéncia da proliferacdo celular descontrolada e estocéstica € a formagdo de uma
massa tumoral constituida de inGmeros gendtipos e fendtipos mutantes com vantagens seletivas,
que sdo capazes de crescer, sobreviver e dominar o microambiente tecidual (HORNE;
POLLICK; HENG, 2015). As distintas assinaturas genéticas e epigenéticas entre as células
acarretam em diferentes niveis de sensibilidade a terapia, e essa diferenca é a chave para o
abrigo de mecanismos de resisténcia e/ou tolerancia, que permitem que as células sobrevivam
e repovoem o ambiente tumoral apos o tratamento (DAGOGO-JACK; SHAW, 2018);(LENZ
etal., 2021).

A terapia antineopléasica, muitas vezes combinada com radioterapia e ressec¢ado
cirurgica do tumor, é a forma mais utilizada de tratamento para inimeros tipos tumorais. Os
quimioterapicos sdo desenvolvidos para provocar a morte celular ou inibir o crescimento das
células que dividem-se rapidamente através da inducdo de danos ao DNA ou impedimento da
replicacdo cromosssomal. Dessa forma, células saudaveis de rapida replicacdo, como foliculos
capilares e células precursoras do sangue na medula dssea, também sdo afetadas. Atualmente
existem cinco classes de quimioterdpicos utilizadas: agentes alquilantes, antimetabdlitos,
inibidores mitdticos, inibidores da topoisomerase e antibioticos antitumorais (AL-DIMASSI;
ABOU-ANTOUN; EL-SIBAI, 2014).

Mesmo com a amplitude de agentes quimioterapicos, o efeito citotdxico que tém no
organismo, a aquisicdo de resisténcia ao tratamento e a possibilidade de recidiva confirmam a
necessidade de avancos ainda maiores na biologia e farmacologia oncolégica (LIVSHITS;
RAO; SMITH, 2014).

1.2 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER

O cancer é um dos maiores problemas de satde publica mundial e permanece sendo um
grande desafio médico. Atualmente, ocupa o segundo lugar em principais causas de morte no
mundo, perdendo apenas para as doencas cardiovasculares. Dados publicados pela plataforma
Our World in Data, que retine dados ao redor do mundo, mostram que, em 2017, estimou-se
que 9,6 milhdes de pessoas tenham morrido devido a doenca. O tipo de cancer com maior

incidéncia mundial no ano de 2018 foi o cancer de pulmao, excluindo os canceres de pele ndo
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melanoma, enquanto que os tipos tumorais com maior mortalidade foram do sistema
respiratorio, como mostra a figura 1. Para o0 ano de 2040, as estimativas da Organizacdo
Mundial de Saude (OMS) sdo de 29,5 milhdes de novos casos, 0 que revela um aumento de
aproximadamente 60% do nimero de casos, e 16,5 milhdes de mortes, um aumento, que mesmo
com o crescimento da densidade demografica, permanece significante e preocupante. No brasil,
0 aumento da incidéncia em 2040 chegara a 80%, enquanto que a morte sofrera um aumento de
83%.

A incidéncia e a mortalidade da doenca vém aumentando no mundo inteiro, tanto pelo
envelhecimento e pelo crescimento populacional, como também pela mudanca na distribuigdo
e prevaléncia dos fatores de risco da doenca, especialmente aos associados ao desenvolvimento
socioecondmico. Segundo dados do Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva
(INCA), a incidéncia de todos os tumores combinados é cerca de 20% maior entre homens
(218,6/100.000) do que entre mulheres (182,6/100.000). Estratificando-se por sexo, as
neoplasias mais comuns em homens sdo de prdstata, do aparelho respiratdrio e do colorretal,
enquanto que em mulheres, o tumor mais incidente é o de mama, seguido por colorretal e
colo do dtero (MINISTERIO DA SAUDE; INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR
GOMES DA SILVA (INCA), [s. d.]).

Felizmente, muitos tipos tumorais hoje apresentam elevadas taxas de sobrevida. 1sso
deve-se ao progresso em seu diagnostico e tratamento. Entretanto, em relacdo a outros, o
progresso permanece minimo, como tumores renais, hepaticos, pulmonares e esofagicos. A

figura 2 demonstra a progressao das taxas de sobrevida em 5 anos em inlimeros tipos tumorais.

Figura 1 - Nimero de mortes por tipo de cancer no mundo, 2017.

Cancer deaths by type, World, 2017

Fonte: Our world in data, 2017.
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Figura 2 - Alteragdo das taxas de sobrevivéncia em cinco anos para os sitios tumorais mais comuns entre
0s anos de 1975-1977 e 2006-2012.

Five-year survival rates for most common cancer sites

50% 100%
All cancers 50,3 @=———) G, 4%
Prostate 67,8 @=———— Q0 , 3
Thyroid 92,1 e===p 98,3
Melanoma 81.9 @===————p 93,2
Breast (female) 74.8 @=————————— g0, 8
Uterus 83.4 =0 86.9
Bladder 72.3 == 78.5
Kidney 50.1 @=———— 74,7
Non-Hodgkin Lymphoma 46.5 @=——— 72 . 6
Cervix Uteri 68.84®69.1
Mouth/throat 52.5 @==———) 67,0
Colon 49,8 @=————— 66, 2
Leukemia 34,2 @=———— 62 .7
Myeloma 24.6 ¢=—————— 50 .2
Ovary 36.0 @===——p 46.4
Brain 22.4 @==—————) 35,0
Stomach 15,2 @=————————— 37,1
Esophagus 5.0 @=————p 20.5
lung 12.2 @=—p 18.7
3.4 ¢=—————p 18.1

Pancreas 2.5 @==p 8.5

Fonte: Jornal do Instituto Nacional do Cancer, 2017.

1.3 GLIOMAS

Os gliomas sdo tumores cerebrais priméarios de origem glial com a maior prevaléncia na
populacdo. Eles sdo classificados de acordo com sua histopatologia em: astrocitomas,
oligodendrogliomas e ependimomas. Os tumores mais agressivos sao 0s astrocitomas de grau
IV, que incluem glioblastomas e gliomas difusos na linha media (CHEN et al., 2017).

O glioblastoma multiforme (GBM) € o tumor cerebral maligno primario mais comum e
agressivo que acomete os seres humanos, com incidéncia de 3,19 casos a cada 100.000 pessoas
ao ano. O progndstico, ainda hoje, permanece muito baixo, tendo uma taxa de sobrevida em 5
anos de apenas 4-5%, uma das piores encontradas na oncologia moderna. Essa curta taxa de
sobrevivéncia pode ser atribuida as limitagfes do tratamento, a difusa natureza do GBM e uma
compreensdo incompleta acerca da fisiopatologia do tumor (BATASH et al., 2017).

Segundo o Ministério da Saude (2014), o tratamento padrao atual € dado pela resseccéo
cirurgica do tumor seguida de radioterapia com ou sem quimioterapia combinada. Por ser

altamente proliferativo e invasivo, a resseccdo total do tumor torna-se quase impossivel,
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fazendo-se necessaria a complementacdo do tratamento com radioterapia e quimioterapia. A
quimioterapia antineoplasica para GBM traz beneficios clinicos temporarios e inUmeros efeitos
colaterais, e por isso, 0 uso da mesma torna-se opcional em muitas situacdes. Quando realizada,
conta com medicamentos em monoterapia, como temozolomida (TMZ), lomustina, cisplatina
ou carmustina e combinacGes de medicamentos, como o regime PCV (procarbazina, lomustina
e vincristina). Nos dias atuais, 0 TMZ € o primeiro quimioterapico de escolha, visto que possui
vantagens de absorcdo e via de administracdo (STUPP et al., 2005).

O TMZ € um pro-farmaco que sofre hidrélise espontanea no plasma e é convertido em
monometiltriazenoimidazol (MTIC), seu metabdlito ativo. Por ser um agente alquilante, seu
mecanismo de acdo consiste em adicionar grupamentos metil (-CH3) a guanina nos locais N e
05 e a adenina no local N3. Isso provoca a substituicdo da timina pela citosina durante a
replicacdo do DNA, o que cria um par de bases incompativel. Em consequéncia, provoca a
quebra dupla da fita de DNA, que ativa a maquinaria de resposta ao dano ao DNA das células
e pode provocar diversos desfechos celulares. Outras grandes vantagens da temozolomida séo
0 seu pequeno tamanho (194 Da) e a lipofilicidade, uma vez que atravessa facilmente a barreira
hematoencefalica (MINISTERIO DA SAUDE; SECRETARIA DA CIENCIA,
TECNOLOGIA E INSUMOS ESTRATEGICOS; DEPARTAMENTO DE GESTAO E
INCORPORACAO DE TECNOLOGIAS EM SAUDE, 2014).

O objetivo principal do tratamento com TMZ € provocar a parada de ciclo celular na
fase G2/M e ativar a via intrinseca da apoptose, porém, a efetividade do TMZ depende de
fatores como: fase do ciclo celular, estado da cromatina e niveis de expressdo génica de enzimas
de reparo, e por essa razdo, a célula pode responder ao tratamento com morte celular
programada, reparo do dano, senescéncia ou mutacdo com consequente repasse da mutacao
para as células filhas (PAWLOWSKA et al., 2018).

Infelizmente, as células rapidamente tornam-se refratarias ao tratamento com TMZ. Isso
deve-se, em grande parte, a heterogeneidade celular e molecular deste tumor, que abriga uma
populacdo de células com potencial de diferenciacdo diverso e propriedades unicas de
invasividade e autorrenovacgdo. A resisténcia a temozolomida pode ser dada através de
processos geneticos e epigenéticos. Pesquisas atuais indicam que ela pode estar associada com
0 estado de metilagdo do promotor génico da enzima MGMT, responsavel pelo reparo do dano
causado pelo TMZ, superexpressao de KDMs e HDACS, proteina p53 ndo funcional, presenca
de células-tronco de glioma, e muitas outras modificagdes proteicas. Portanto, esclarecer os

mecanismos de resisténcia ao TMZ e encontrar maneiras de ressensibilizar as células é essencial



16

para aumentar a eficacia do medicamento e a sobrevida dos pacientes (JIAPAER et al.,
2018);(BANELLI et al., 2017).

1.6 DANO AO DNA E MORTE CELULAR

O reparo adequado das lesdes ao DNA é essencial para a homeostase tecidual e
prevencdo da tumorigénese. Nesse sentido, por estarem constantemente expostas a agentes
causadores de danos ao DNA, as células desenvolveram multiplos mecanismos responsaveis
pela manutencéo da integridade do genoma (VAN DEN BERG et al., 2018). Os danos podem
ser induzidos por agentes ambientais ou gerados espontaneamente durante o metabolismo
celular. Os agentes ambientais podem ser de origem fisica, como radiagdes ultravioleta e
ionizante, ou quimica, como agentes quimioterapicos. Os danos gerados pelo metabolismo da
célula, referem-se, principalmente, as espécies reativas de oxigénio produzidas durante a
respiracdo oxidativa e aos erros cometidos pela maquinaria de duplicagdo (JACKSON;
BARTEK, 2009);(HOEIJMAKERS, 2001).

A resposta ao dano ao DNA é feita por um sistema hierarquicamente organizado de
enzimas, a qual pode ser dividida em trés principais passos: reconhecimento, sinalizacdo e
ativacdo da resposta apropriada ao dano. O sistema de resposta ao dano é o principal
responsavel pelo desfecho celular, tomando a decisao entre parada do ciclo celular transitoria e
reparo do dano, senescéncia celular ou apoptose, dependendo do extensado e toxicidade da leséo,
além de considerar a fase do ciclo celular e estado da cromatina da célula (MATT et al., 2016).

As lesdes menos nocivas, como bases mal pareadas e quebras de fita Unica, sdo
reparadas pelos sistemas de mismatch repair (MMR) e reparo por excisdo de bases (BER),
respectivamente. Lesdes mais complexas, como dimeros de pirimidina, sdo reparadas pelo
sistema de reparo por excisdo de nucleotideos (NER). Por fim, lesGes extremamente complexas,
como a quebra dupla de fita de DNA (DSBs), possuem dois principais diferentes mecanismos
de reparo: recombinacdo homologa (HR) e a juncdo ndo homologa de extremidades (NHEJ)
(JACKSON; BARTEK, 2009).

Por serem extremamente nocivas as células, as DSBs podem induzir apoptose sem ao
menos uma tentativa de reparo. Seguindo essa linha de raciocinio, a indugdo aguda de quebras
duplas na fita de DNA tornou-se o principio de inimeros agentes quimioterapicos, incluindo o

TMZ. A eficacia desses tratamentos depende diretamente da forma com que essas lesGes sdo
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reconhecidas e reparadas, além dos niveis de expressdo de proteinas de reparo e da via
apoptotica (APARICIO; BAER; GAUTIER, 2014).

A resisténcia a0 TMZ pode envolver a expressao de proteinas como p53 e BCL-2,
proteinas chave na via intrinseca da apoptose. O papel da p53 é a regulacéo positiva de proteinas
pré-apoptoticas da familia BCL-2, que na sequéncia, ligam-se a proteinas pré-sobrevivéncia da
familia BCL-2 e inibem sua acdo. Em consequéncia, ha a ativacdo das proteinas BAX e BAK,
que atuam aumentando a permeabilidade da membrana da mitocondria e provocam a liberagéo
de citocromo C no citoplasma da célula (AUBREY et al., 2018). A liberacdo dessa molécula
promove a ativagdo da cascata de caspases, proteinas que realizam a destruigdo da célula
(SANTUCCI et al., 2019).

Em células com p53 mutada ou com superexpressao de enzimas de reparo e proteinas
anti-apoptoticas, a via intrinseca da apoptose néo é ativada quando necessaria, 0 que provoca
um acumulo de mutacdes e contribui ainda mais para a heterogeneidade tumoral (STRASSER
et al., 2020).

1.4.1 Proteina ligante de p53 (53BP1)

A proteina ligante de p53 (53BP1) e continuamente expressa no nucleo celular e atua
principalmente na resposta de dano ao DNA, sendo recrutada para sitios de DSB de forma
rapida e atuando como mediadora no recrutamento de inimeras proteinas de reparo. Para fixar-
se no sitio da lesdo, liga-se a H4K20me2, presente de forma abundante na fase G1 do ciclo
celular. A 53BP1 € essencial no blogueio da resseccdo de extremidades e consequente
promocdo do reparo por NHEJ, e por isso, defeitos em sua funcionalidade podem provocar
problemas nos mecanismos de dano, reparo incorreto das lesdes e hipersensibilidade a radiacdo
ionizante (MIRZA-AGHAZADEH-ATTARI et al., 2019);(BARTOVA et al., 2019).

1.6 SENESCENCIA

A senescéncia é um estado permanente de parada do ciclo celular geralmente ativado

por uma persistente resposta de dano ao DNA, que pode ser causada por uma ampla gama de
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fatores intrinsecos e extrinsecos, como estresse genotoxico e oxidativo, disfungdo mitocondrial,
irradiacdo e agentes quimioterapicos (HERRANZ et al., 2018). A senescéncia é um processo
irreversivel que limita a proliferagdo celular através da perda de atividade mitdtica. O fendtipo
de celulas senescentes € geralmente marcado por remodelacdo da cromatina, reprogramacéo
metabdlica, estresse de reticulo endoplasmatico e aumento da secre¢do de fatores pro-
inflamatdrios. Todas essas alteracbes provocam mudangas na morfologia celular, como
aumento do tamanho nuclear, acimulo de lisossomos e mitocdndrias e alteracbes na
composicdo da membrana plasmatica (HERNANDEZ-SEGURA et al., 2018).

No contexto tumoral, a senescéncia celular pode ser benéfica ou maléfica. O processo
de senescéncia pode ser benefico quando desencadeado por mutacGes em oncogenes,
impedindo que a célula continue a se dividir, ou atraves da ativacdo do sistema imunologico,
que ira reconhecer e eliminar outras células senescentes. Em contrapartida, sua funcao maléfica
pode ser dada pela alta secrecéo de fatores inflamatdrios, que podem modular o microambiente
tumoral fazendo-o favorecer ainda mais a progressdo do tumor. Os efeitos das células
senescentes dentro do tumor sdo complexos e dependem do contexto fisioldgico (YUAN et al.,
2020);(LEE et al., 2014).

Apesar de ter como objetivo a morte celular programada, a terapia com TMZ também é
capaz de induz senescéncia em células de glioblastoma (SILVA, A.O etal., 2016). Essa inducéo
aparenta ser dependente de p53 e parada do ciclo em G2/M (AASLAND et al., 2019). As altas
taxas de resisténcia a apoptose encontradas em células de glioblastoma tratadas com TMZ
sugerem que talvez as células sejam mais suscetiveis a outros mecanismos de morte, como a
senescéncia. Nesse sentido, a inducéo de senescéncia como terapia combinada ao TMZ emergiu

como uma promissora estratégia no tratamento do GBM (RONINSON et al., 2001).

1.6 HETEROGENEIDADE TUMORAL

Durante todo o percurso da doenca, uma somatéria de alteracbes genéticas e
epigenéticas sdo herdadas e/ou adquiridas de forma aleatéria pelas células tumorais, resultando
no surgimento de processos como resisténcia e tolerancia. Tais processos tornam as células
Unicas, e dessa forma, a massa tumoral torna-se extremamente heterogénea. Existem diferentes
formas de heterogeneidade, sendo elas: intratumoral, espacial e temporal (DAGOGO-JACK;
SHAW, 2018).
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A heterogeneidade intratumoral refere-se as diferencas encontradas entre as células
dentro de uma populacdo tumoral, e pode ser dada por inumeros fatores, como a interacdo das
células com o seu microambiente. O microambiente é o ambiente ao redor do tumor responsavel
pelo aporte necessario para a iniciacdo, progressao e metastase. Ele € composto por diversos
tipos celulares, como células endoteliais, fibroblastos e células imunes, e componentes
extracelulares, como vasos sanguineos, citocinas, fatores de crescimento e horménios (WU,;
DAI, 2017);(WHITESIDE, 2008). Em algumas circunstancias, o microambiente acaba
impondo desafios como pressao fisica, estresse oxidativo, privacdo de nutrientes, acidose e
hipoxia as células, o que provoca instabilidade gendmica e o ganho de mutagdes (LYSSIOTIS;
KIMMELMAN, 2017);(WEBER; KUO, 2012).

A heterogeneidade espacial, por sua vez, representa as diferengas encontradas entre as
células do sitio primario e do sitio metastatico. Ela deve-se, principalmente, a aquisi¢do de
mutacBes ao longo do processo de metastase derivadas das inimeras condic¢Bes bioldgicas
encontradas pelo caminho, e a interagdo das células com o microambiente do tumor satélite,
que pode conter células especificas do 6rgao - como neurdnios no sistema nervoso central, por
exemplo - (HIRATA; SAHAI, 2017);(HUNTER et al., 2018).

A heterogeneidade temporal, por fim, é o reflexo da flutuacdo na expresséo génica das
células ao longo do tempo dentro de uma massa tumoral em resposta aos diferentes estimulos
ambientais, como por exemplo, um quimioterapico (DAGOGO-JACK; SHAW, 2018). Essa
flutuacdo é orquestrada pela maquinaria epigenética e permite que as células oscilem entre
estados sensiveis e tolerantes a determinado quimioterapico (JONES; BAYLIN, 2007).

As distintas formas de heterogeneidade demonstram que os tumores estdo em constante
mudanca. Para contornar todos 0s processos de resisténcia e tolerancia, seria necessario
compreender todas as mudancas de comportamento a nivel de células Unicas, como expressao
génica, vias de sinalizacdo e rotas metabolicas (QIAN et al., 2017).

A resisténcia é um processo genético, estavel e irreversivel que, em sua maioria, ndo
permite que uma célula resistente volte a ser sensivel a determinado farmaco (SALGIA;
KULKARNI, 2018). Dentre os inumeros processos de resisténcia conhecidos, a mutacdo da
proteina p53 tém grande importancia na biologia tumoral, pois a mesma possui fungéo essencial
no desencadeamento da via intrinseca da apoptose, via alvo de multiplos quimioterapicos. Um
dos mecanismos mais conhecidos de inativacdo de p53 é a mutacdo de sentido errado no seu
sitio de ligacdo ao DNA (VIELER et al., 2018). A via da proteina p53 esté alterada em 87%

dos casos de glioblastomas e favorece evasdo da apoptose. Dessa forma, proteinas com
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mutacBes em p53 irdo responder de forma diferente ao TMZ do que células com p53 funcional
(FORTE et al., 2019).

A toleréncia, em contrapartida, € um processo epigenético, dindmico e reversivel, onde
as modificacBes ocorrem de forma transitdria. Seus principais mecanismos envolvem metilacéo
do DNA e remodelacdo da cromatina, seja para ativacdo de oncogenes ou evasdo da morte
celular induzida por agentes quimioterapicos através da superexpressao de enzimas de reparo
ao dano no DNA, por exemplo (JONES; BAYLIN, 2007). Cada célula possui seu proprio
padrdo de expressdo génica, onde uma sutil diferenca de expresséo proteica pode evitar a morte
celular. Nesse sentido, fica claro a individualidade de resposta de diferentes células de um
mesmo tumor ao mesmo tratamento. Uma modificacdo largamente conhecida no GBM é a
hipometilacdo do promotor génico da enzima O6-metilguanina-DNA metiltransferase
(MGMT) e sua consequente superexpressao. A MGMT é a enzima responsavel pelo reparo do
dano ao DNA causado pelo TMZ, e por isso, seu aumento transcricional estad fortemente
relacionado a um pior prognéstico e uma menor sobrevida (PANDITH et al., 2018). Por ser um
processo dinamico e reversivel, diferentes enzimas da maquinaria epigenética vem tornando-se
excelentes alvos terapéuticos, visto que o principal objetivo da terapia epigenética é a reativacao
de genes benignos (KELLY; ISSA, 2017).

Portanto, o entendimento completo acerca da composicdo, interagdes, dindmica e
principios operacionais dos ecossistemas tumorais mostra-se como uma ferramenta essencial
para a criacdo de novos quimioterapicos e para o contorno dos mecanismos de tolerancia e
resisténcia a terapia (REN; KANG; ZHANG, 2018).

1.7 EPIGENETICA

A grande maioria das neoplasias malignas abriga anomalias genéticas e epigenéticas,
com uma forte e dindmica interagdo entre elas (JONES; ISSA; BAYLIN, 2016). A epigenética
é caracterizada por mudancas na expressao génica sem alteracdes na sequéncia de DNA, tendo
suas maiores contribuicGes para o fenotipo celular a partir da metilacdo do DNA, da
modificacdo de histonas e da reorganizacdo da cromatina (KELLY; ISSA, 2017). O co6digo
epigenético é o responsavel pela modulacdo dos padrGes de expressao génica através da
ativacdo ou repressao transcricional, e pode ser influenciado por fatores enddgenos e exdgenos
(HASHIMOTO; VERTINO; CHENG, 2010). Em células tumorais, no entanto, a epigenética é
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utilizada como ferramenta para o ganho de malignidade e tolerancia ao tratamento durante o
desenvolvimento e progressdo tumoral, seja pelo silenciamento de genes supressores tumorais
ou ativacdo de oncogenes (SHARMA et al., 2010).

A cromatina € um polimero carregado negativamente composto de DNA, histonas e
outras proteinas associadas responsavel pelo empacotamento do genoma. Sua unidade
funcional basica é o nucleossomo, que é composto de aproximadamente 147 pares de base de
DNA enrolados 1,8 vezes em volta de octdmeros de histonas, sendo elas normalmente de duplas
de H2A/H2B e de H3/H4. Outros 16 variantes de H2A, H2B e H3 podem substituir as histonas
candnicas em casos especiais. Em termos gerais, a cromatina pode ser subdividida em duas
regides principais: 1) heterocromatina, que é altamente condensada e contém principalmente
genes inativos; e 2) eucromatina, que é relativamente aberta e contém a maioria dos genes ativos
(DAWSON; KOUZARIDES, 2012).

As modificacGes pos-traducionais das histonas ocorrem através de diversos processos,
como acetilacdo e metilacdo, como mostra a figura 3. A acetilacdo de histonas € um processo
dindmico e altamente regulado pela acdo contraria de duas diferentes familias de enzimas,
histonas acetiltransferases (HATS) e histonas deacetilases (HDACSs). As HATSs utilizam acetil-
CoA como cofator e catalisam a transferéncia de um grupamento acetil ao grupo g-amino das
cadeias laterais da lisina. Ao fazerem isso, provocam a neutraliza¢do da carga positiva da lisina
e reduzem a interacdo das caudas de histonas com a carga negativa da estrutura actcar-fosfato
do DNA. Dessa forma, a cromatina é aberta e torna-se acessivel para a transcricdo. As HDACs,
de forma contraria, opGem-se aos efeitos de acetilacdo e catalisam a deacetilacdo da lisina,
provocando a restauracgao da carga positiva e da interagdo com o DNA. Elas funcionam, entéo,
como grandes repressivos transcricionais (BANNISTER; KOUZARIDES, 2011).

A metilacdo de histonas, da mesma forma, ocorre comumente em residuos de lisina na
cauda das histonas. Existem trés estados de metilacdo de lisinas: mono, di e tri metiladas (mel,
me2 e me3, respectivamente), sendo catalisadas por enzimas da familia lisinas metiltransferases
(KMTs), e nenhum deles provoca a alteracdo da carga eletronica do residuo. Diferente de outras
modificagdes sofridas por histonas, que determinam estados ativos ou repressivos de cromatina,
a metilacdo de histonas confere alterac6es na transcricdo de acordo com a posi¢éo e estado de
metilacdo. Geralmente, a metilagédo nas lisinas 4, 36 e 79 da histona 3, representados por H3K4,
H3K36 e H3K79 sdo marcos de transcri¢do ativa, enquanto que a metilagcdo de H3K9, H3K27
e H3K20 sdo associadas com o silenciamento da transcricdo (HYUN et al., 2017).

De forma contraria, a familia das lisinas demetilases (KDMs) é responsavel pela retirada

dos grupamentos metil das lisinas. Existem oito subfamilias KDM (KDM1-8), que variam em
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termos de sua estrutura e alvos de lisina. KDM1 contém um dominio de amina oxidase
dependente de dinucleotideo flavina adenina, que retira apenas marcas de mono e dimetilagéo.
As subfamilias KDM2-8, por sua vez, conttm um dominio catalitico Jumonji C (JmjC) e

removem as marcas de mono, di e trimetilacdo (STERLING et al., 2020).

Figura 3 — ModificagGes pos-traducionais de histonas.
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Fonte: Adaptado de Alberini, C.M, 2009.
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A metilacdo do DNA, por fim, é realizada por trés enzimas da familia das DNA
metiltransferases (DNMTs): DNMT1, DNMT3a e DNMT3b, e consiste na adicdo de um
grupamento metil (-CH3) no 5° carbono dos residuos de citosina que precedem os nucleotideos
de guanina, ligados entre si por ligacbes fosfato (CpG), levando a formacao de 5-metilcidina.
Em células normais, tém-se um padrdo global de metilacdo do DNA, com excecdo das ilhas
CpG, que normalmente permanecem demetiladas. Em celulas tumorais, em contrapartida,
mantém-se um padrdo global de hipometilacdo acompanhada por hipermetilacdo anormal de
ilhas CpG associadas a promotores de genes repressores tumorais (KANWAL; GUPTA;
GUPTA, 2015). A demetilagdo do DNA é dada pela converséo de 5-metilcitosina (5mC) em
citosina (C). Apesar de ser um processo dificil e improvavel devido a dificuldade da quebra de
ligagBes carbono-carbono néo ativadas, a demetilacdo pode sim ocorrer através da modificacdo
de bases de DNA (BOCHTLER et al., 2017).

A infinidade de modificacGes epigenéticas devem ser reconhecidas por proteinas com
dominios de acoplamento especializados para mediar seus efeitos celulares (DAMIANI et al.,
2020). A acetilacdo de histonas € reconhecida, principalmente, por 8 familias de
bromodominios especializadas em marcas de acetilacdo especificas (MARMORSTEIN et al.,
2014). As marcas de metilacdo em histonas, por sua vez, sdo lidas por uma infinidade de
dominios proteicos, como Tandem Tudor dominios e cromodominios. Por fim, a metilacdo do
DNA ¢ interpretada por trés principais familias de proteinas: a familia do dominio de ligacédo
CpG metil (MBD), proteinas do dominio SRA e proteinas dedo de zinco (ZnF), que, uma vez
ligadas ao DNA metilado, iniciam o silenciamento génico com a ajuda de outros fatores
(BISWAS et al., 2018).

Em contraste as alteracfes genéticas, as modificacdes epigenéticas sdo enzimaticamente
reversiveis (MAZOR et al., 2016), e por isso, acredita-se que as enzimas responsaveis pela
remodelacdo da cromatina sdo excelentes alvos terapéuticos. Nos dias atuais, farmacos que
agem através de alteragdo de vias epigenéticas, mesmo ainda sob investigacao, j& estdo sendo
utilizados na clinica, como os inibidores de metilacdo de DNA e inibidores de deacetilacdo de
histonas. Os primeiros agem através da inibicdo de enzimas DNA metiltransferases (DNMTSs)
e sao representados pela Decitabina e Azacitidina. Ambos foram aprovados pela agéncia Food
and Drug Admnistration U.S (FDA) para o tratamento de multiplos subtipos de sindromes
mielodisplasicas. Os segundos agem através da inibicdo de enzimas histonas deacetilases
(HDACS), e, dentre eles, apenas o Vorinostat (SAHA) esta aprovado pelo FDA para o
tratamento de linfoma cutaneo de células T (ELLIS; ATADJA; JOHNSTONE, 2009).
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Alem dos mencionados, outras classes de farmacos, como inibidores de KDMs e HATS,
tém mostrado resultados promissores em monoterapia € em combinacdo com agentes
citotoxicos, e estdo em fase de testes (ARIFUZZAMAN; KHATUN; KHATUN,
2020);(MANZO et al., 2009).

1.7.1 Histonas Deacetilases (HDACS)

As histonas deacetilases sdo enzimas responsaveis pela catalise da reacdo de
deacetilacdo das lisinas das histonas, provocando silenciamento génico. Elas podem ser
classificadas em dois grande grupos: classe | (HDAC1, HDAC2, HDAC3 e HDACS) e classe
Il (HDAC4, HDAC65, HDAC6, HDAC7, HDAC9 e HDAC10). HDACs de classe | séo
enzimas nucleares dependentes de Zn?* que desempenham um papel crucial na proliferacdo e
diferenciacéo celular, resposta a danos no DNA e desenvolvimento de tecidos, enquanto que
HDACs de classe Il alternam sua localizacdo entre nucleo e citoplasma e demonstram
especificidade por tecidos (MILAZZO et al., 2020);(KUNADIS et al., 2021).

Visto que as modificacdes pos-traducionais das histonas modulam a estrutura da
cromatina e a expressao génica, ndo é surpreendente que anomalias na acetilacdo de histonas
estejam associadas ao desenvolvimento do cancer. As HDACs podem ser mutadas, silenciadas,
superexpressas ou recrutadas de formas aberrantes em células tumorais (HAGELKRUYS et al.,
2011). Hoje, sabe-se que a perda global da acetilacdo da lisina 16 e trimetilagdo da lisina 20 da
histona H4 séo alteracGes comuns no cancer humano. Além disso, entende-se também que essas
anomalias influenciam, e muito, na sobrevida dos pacientes. Como exemplo, temos 0s baixos
niveis de acetilacdo da lisina 18 da histona H3 (H3K18ac), alteracdo que prediz baixa sobrevida
em canceres de pancreas, mama, prostata e pulmao. Paralelamente, a pesquisa mostra cada vez
mais que a superexpressdo de HDACs é frequentemente observada em inimeros tipos tumorais
(LI, Y.; SETO, 2016).

As HDACs 1 e 2 ja demostraram estar reguladas positivamente em linhagens de GBM
em comparacao a tecidos cerebrais ndo neoplésicos. A inibicdo de HDAC através de inibidores
(HDACI) tém apresentado resultados promissores. Os beneficios do tratamento com HDACI
podem ser dados por diversos processos celulares, como por exemplo: inducdo do relaxamento
da cromatina e consequente favorecimento do acesso ao DNA pelos agentes quimioterapicos,

reversdo do silenciamento epigenético anormal de genes supressores tumorais, inibicdo da
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maquinaria de reparo do dano ao DNA, inducéo de apoptose pela regulacdo de genes pro- e
anti-apoptoticos e ativacdo de varias proteinas quinases, incluindo ERK 1/2, que modulam o
crescimento celular, diferenciacéo e apoptose (ZHANG et al., 2016);(KUNADIS et al., 2021).
A inibicdo de HDACs tem como principal objetivo o restabelecimento da sensibilidade das
celulas aos agentes primérios e consequente superacao da resisténcia a terapia.

Com base em sua especificidade, os HDACIi podem ser classificados como pan-
inibidores, atuando contra todos os tipos de HDAC, ou seletivos, para tipos especificos de
HDACs. Um dos primeiros testes com inibidores ocorreu em 2005 com o Acido Hidroxamico
Suberoilanilida (SAHA), que mostrou efeitos de radiossensibilizacdo em estudos pré-clinicos
quando combinado com TMZ.

O SAHA ¢ um inibidor de moléculas pequenas da maioria das HDACs humanas de
classe I e Il (inibindo HDAC 1, 2, 3, 6 e 8) pertencente ao grupo dos acidos hidroxamicos
(BEZECNY, 2014). Seu mecanismo de ac&o e dado pelo blogueio do sitio catalitico da enzima,
onde consegue quelar o ion zinco e inibir a desacetilacdo. Esse mecanismo provoca,
consequentemente, um acumulo de histonas hiperacetiladas e aumento da expressdo génica
(MARKS et al., 2001). Sua estrutura quimica esta demonstrada na figura 4.

Estudos da atividade do SAHA em combinacdo com outras terapias antineoplasicas
(incluindo radiacdo, inibidores de quinase, agentes citotdxicos e agentes de diferenciacéo)
mostraram atividade sinérgica ou aditiva em uma variedade de linhagens celulares (RICHON,
2006). Atualmente, existem dois ensaios clinicos de fase I/l ativos com a combinagdo de
SAHA e Temozolomida para o tratamento de GBM (NCT00268385 e NCT00731731) e podem

ser consultados em clinicaltrials.gov.

Figura 4 — Estrutura quimica do inibidor de histonas deacetilases SAHA.
O
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Fonte: Adaptado de Bezecny et al., 2014.
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1.7.2 KDMS5A

A proteina demetilase especifica de lisina 5A (KDM5A), também denominada proteina
contendo dominio Jumonji/ARID 1A (JARID1A), é responsavel pela remogdo das marcas de
di e tri metilagdo da quarta lisina da histona 3 (H3K4me2/3), que leva a repressao da transcricao.
A KDM5A é muito importante na regulacdo do desenvolvimento e diferenciacéo celular. Em
termos de mecanismo, KDMb5A e seu gene de fusdo dependente de Fe(ll) catalisam a
descarboxilacdo oxidativa de 2-oxoglutarato com consumo de Oz para gerar um intermediario
oxo de ferro(IV) reativo, dioxido de carbono e succinato. O grupo ferril altamente reativo entéo
oxida a ligacdo C—N da metil-lisina, formando uma carbinolamina instavel (produto oxidado)
que se decompde em formaldeido e lisina demetilada, como mostra a figura 5 (KIRTANA;
MANNA; PATRA, 2020).

Figura 5 — Reacdo de demetilacdo por KDM5A.

L
- L
0 & —|CHy
CH,
FAVAS CH,
o}
it 0
O (o] o
JV\A)L . JJ\AH/
a-Ketoglutarate (2-0G) Succinate O
+0, +CO,
L
N~ L
Q 5 —)-CH;

Formaldehyde

WL

~ lcH
N
™

Zo

Fonte: Adaptado de Jambhekar et al., 2017.
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A superexpressdo de KDM5A em células de glioblastoma resistentes ao TMZ foi
descoberta a poucos anos e a relacdo dessa superexpressdo com a aquisicdo da resisténcia vem
sendo estudada desde entdo (BANELLI et al., 2015). Hoje, sabe-se que que a alta expresséo de
KDMO5A colabora para a proliferacédo e regeneracéo celular, em parte, através da regulacao de
Hoxa 9/10 e do fator de transcricdo FOXM1 (ROMANI et al., 2019).

As vias de demetilacdo de histonas como alvos terapéuticos surgiram recentemente
como uma estratégia promissora no tratamento do cancer. Vrios inibidores de histonas lisinas
demetilases foram descritos, e alguns deles progrediram para ensaios clinicos. Um grande
obstaculo no desenvolvimento de inibidores de demetilase parece ser a obtengcdo de compostos
verdadeiramente seletivos para uma subfamilia (por exemplo, KDM5) que ndo séo ativos em
outras subfamilias. Apenas alguns dos compostos relatados mostram uma seletividade razoavel
(JAMBHEKAR; ANASTAS; SHI, 2017). O CPI-455 é um dos Unicos inibidores seletivos de
KDM5, com IC50 de 10nM para KDM5A. Ele provoca um aumento global nos niveis de
H3K4me3 e j& demonstrou diminuir o niumero de células persistentes tolerantes em vérias
linhagens celulares tratadas com quimioterapicos (VINOGRADOVA et al., 2016).

1.8 JUSTIFICATIVA

O glioblastoma multiforme (GBM) é tumor primario cerebral mais comum e agressivo
em adultos. Apesar do tratamento de primeira linha, que consiste em ressec¢do cirdrgica,
radioterapia e quimioterapia com Temozolomida, a sobrevida média dos pacientes é de 14
meses. A baixa taxa de sobrevida deve-se, principalmente, a heterogeneidade genética e
epigenética desse tumor, que abriga células com diferentes niveis de sensibilidade a terapia.

A flutuacdo da expressdo génica de proteinas pode contribuir com a grande
variabilidade fenotipica que permite a sele¢do de estados tolerantes a quimioterapia, seja através
da superexpressdo de oncogenes ou silenciamento de genes pré-apoptoticos. A expressao
génica € fortemente regulada por mecanismos epigenéticos, como metilacdo e acetilacdo de
histonas. Nesse sentido, a terapia com inibidores de enzimas modificadoras de histonas
surgiram com 0 proposito de induzir estados fenotipicos mais homogéneos e aumentar a
eficicia do tratamento através da reducdo da heterogeneidade intratumoral de resposta ao

agente citotdxico.
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A descoberta da superexpressdao das enzimas HDACs e KDMb5A em células de
glioblastoma resistentes ao TMZ fez com que elas se tornassem promissores alvos terapéuticos.
Dessa forma, no presente trabalho exploraremos o efeito da inibicdo dessas duas enzimas em
combinacdo com TMZ comparado ao TMZ em monoterapia na inducdo de senescéncia e
heterogeneidade da éarea nuclear em células Unicas, visando verificar se a combinagdo dos
moduladores é capaz de homogeneizar o tamanho nuclear e encontrar respostas para a

ressensibilizacdo das células a terapia.

1.9 OBJETIVOS

1.9.1 Objetivo geral

Homogeneizacdo da resposta celular de area nuclear em células de glioblastoma através

do tratamento com inibidores de HDACs e KDMb5A e temozolomida.

1.9.2 Objetivos especificos

a) Quantificacdo da area nuclear de células Unicas tratadas com Temozolomida 50uM,
Saha 0,5uM e CPI-455 1uM através da marcacdo fluorescente presente no
plasmideo Apple-53BP1trunc;

b) Analise da inducdo de senescéncia com moduladores epigenéticos combinados com

Temozolomida;
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2 ARTIGO CIENTIFICO

O artigo intitulado “Variance in clonogenic senescence induction in glioblastoma” foi

formatado conforme normas para publicagdo do periddico Clinical Epigenetics (Anexo A).
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Abstract

Background: Glioblastoma multiforme (GBM) has a median survival around 14 months. The
poor prognosis is mostly given by the acquisition of resistance to Temozolomide, an alkylating
agent used as standard therapy. Resistance is due to the genetic and epigenetic heterogeneity of
this tumor, since cells have widely distinct responses to TMZ. Several phenotypes that impact
on cancer cell survival and proliferation are reversible. In this way, epigenetic therapy, as
HDAC and KDM5A inhibitors, arouse as a therapeutic strategy to decrease intratumoral
heterogeneity and ressensitize cells to chemotherapy. Here we use KDM5A and HDAC
inhibitors to explore their capacity to sensitize GBM cells to senescence and homogenate

nuclear size among cells in colonies by single-cell analysis.

Results: Our tool for nuclear area heterogeneity analysis was able to identify and distinguish
normal nuclear areas of senescence cells. Our preliminary evidence indicate that the
combination of KDM5A inhibitor (CP1-455) and Temozolomide showed a little increase on
senescence cells compared to TMZ alone during and after treatment on A172 GBM cell line at
a colony level. HDAC inhibitor (SAHA) combined with TMZ decreased nuclear area
heterogeneity among cells in colonies during treatment, improve cell death and shows an small
nuclear area average on colonies. In the other hand, the combination of SAHA, CPI1-455 and
TMZ increased homogeneity after treatment, also with a smaller nuclear area average and
decreased cell proliferation.

Conclusion: KDM5A and HDAC inhibition in combination with standard therapy have
promising effects on glioblastoma cells homogenization, but the mechanisms underlying these
homogenization are still unknown. More studies with a bigger sample are needed to evaluate
what the real mechanism behind SAHA senescence decrease and CPI-455 on senescence

improvement.

Keywords: glioblastoma, cancer, epigenetics, KDM5A, histone deacetylase, temozolomide
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Background

Glioblastoma (GBM) is the most common and aggressive primary brain tumor in adults.
Despite the multimodal treatment consisting of surgical debulking followed by radiotherapy
and chemotherapy with Temozolomide (TMZ), the GBM patients prognosis remains poor, with
a median survival around 14 months and a 5-year survival rate about 7.2% [1]. TMZ is an oral
alkylating agent that induced a limited but significant improvement of survival on GBM
patients. His cytotoxic effect is given by the formation of O8-methylguanine, which mismatches
with thymine in subsequent DNA replication cycles, leading to different cellular outcomes,

such as autophagy, apoptosis and senescence [2,3] .

The emergence of TMZ resistance is the main responsible for therapeutic failure and
tumor relapse. The lack of successful therapy is often assigned to the genetic and epigenetic
heterogeneity of this tumor. Within the mass, distinct cell populations have unique properties
of drug response [4]. To understand why we have different outcomes whit the same treatment
in different cells on a population, like cell death, senescence and proliferation, we will need to
know every single change of behavior, such as gene expression, signaling pathways and
metabolic functions of each cell within the tumor. Therefore, it is important to investigate
different ways of cells variance by single-cell analysis and discover how they can be clinical

relevant [5].

We can evaluate how heterogeneous the phenotype of tumor cells can be through the
measure of nuclear size before and after treatment. The nuclear area can provide answers about
cell state, like senescence, apoptosis and mitosis. During apoptosis, the nucleus is condensed
and fragmentated. On senescence state, we observe an increased nuclear size. In other hand, the

nucleus during mitosis shows to be smaller than normal [6]. To analyze nuclear morphology, it
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is needed nuclear markers, such as 53BP1, to help us localize and measure the nucleus. 53BP1

is a protein recruit to DNA damage sites right after the lesion [7].

We already know that TMZ-induced DNA damage triggers complex cellular DNA
damage responses (DDR), which determine the fate of the cell, making the decision between
survival and death. This decision depends on cell cycle phase, chromatin state and DNA

damage repair enzymes expression and reflects on TMZ effectiveness.

The main intent of epigenetic therapy is reprogram the epigenome and change the cell
landscape by interfering on acetylation and methylation processes. The post-translational
modifications (PTMs), such as methylation and acetylation, of core histone proteins
significantly regulate gene expression [8]. The addition or removal of PTMs from histone tails
is a dynamic, and generally reversible, process. For this reason, in the last few decades,

modifying enzymes have emerged as excellent therapeutic targets with promising outcomes

[9].

The hope in targeting the main characters of the dynamic and reversible nature of
epigenetic changes, such as histones deacetylases and demethylases, is decrease the variability
among cells on a population. This kind of therapy could also provide the resensibilization of

cells to chemotherapy by retrieve benign cell functions via re-expression of specific genes [10].

In this study, we will investigate how inhibitors of two GBM overexpressed enzymes,
HDACs [11] and KDM5A [12], can interfere on the nuclear size and how homogeneous can
the colonies become with epigenetic therapy. This type of phenotype evaluation could provide

golden information about chemotherapy resistance.
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Results

The combination of epigenetic inhibitors and TMZ alters senescence cells proportion

during and after treatment compared to TMZ alone

As previously reported, the measure of nuclear area can provide information about the
cell state. To evaluate the induction of senescence on TMZ monotherapy and combinated with
epigenetic modulators, two different epigenetic inhibitors were used: Vorinostat (Saha), that
competitively inhibits with high affinity HDACs 1 and 2, and CPI-455, who specifically inhibit
KDM5A, an H3K4me2/3 demethylase. Clonogenic assays were performed (Fig. 1A) and
colonies sizes 2 and 3 (CS2 and CS3) were analyze with the tool Nuclear Morphometric
Analysis (NMA) [6], that classifies normal and senescence cells through nuclear size (Fig. 1B-
C). The results shows an small increase of senescent cells proportion on colonies treated with
CPI-455 + TMZ and Saha + CPI-455 + TMZ compared to TMZ alone on CS2 and CS3 (Fig.
2A-B). In other hand, the combination of Saha + TMZ showed a higher decrease on senescence

cells proportion, during and after treatment (Fig. 1B-C).

The growth rate between days 4 and 7, during treatment, analysis shows less
proliferation on cells treated with CP1 + TMZ and CPI + Saha + TMZ compared to TMZ alone
(Fig. 1D). In other hand, growth rate between days 7 and 10, after treatment, shows an

decreased proliferation on all epigenetic modulators group compared to TMZ alone (Fig. 3E).
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Figure 1. Experimental design. (A) A172-53BP1 cells were plated at a low density of 300 cells per well. The control group remained with DMEM Low throughout the treatment, whllv; TMZ group received
the drug on day 4 afier plating. The groups CPI+TMZ, Saha+TMZ and CP1+Saha+TMZ received the epigenetic modulator 24 hours afier plating and the bination of modulator and py on day 4.
(B) Cells were plated at low density and imaged at different time points to produce colony size CS1, CS2, and CS3, which were used to determine growth rates GR1 and GR2. Epigenetic modulators were added
onday 1 until day 7 and TMZ was only between days 4 and 7. (C) Graph design indicating areas of normal nuclear size and increased nuclear size (senescence).
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The inhibition of HDACs and KDM5A in combination with TMZ therapy reduced the

nuclear size heterogeneity among cells in colonies

With the attempt to further explore the variance of nuclear size among cells in colonies,
we performed the nuclear size average and the coefficient of variation analysis among cells in
colonies. To interpret these results, we used the rational that, when we have a colony with
normal cells and senescent cells, we will obtain a high variance of nuclear size and the colony
will be heterogeneous (Fig. 3A). Otherwise, when we have colonies all normal or all senescent,
the nuclear area average will be small or large, respectively, but the coefficient of variation will

be small, as the colony will be homogeneous (Fig. 3B).
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Preliminary data to indicate this rationale can be seen in Figure 3. Important to mention

that these results only indicate the rationale of analysis, as they did not reach the necessary

A
Intra-Colony Coefficient of Variation (Intra-CoCV)
8008 85 )OOO Q)OO%%
Phenotype .
(Nuclear size) Small Medium Large
Intra-CV Low High Low
B - e
Inter-Colony Coefficient of Variation (Inter-CoCV)
£ B W &
B R B By
B Bl P &
Phenotype Small ~ Medium  Large Medium
Intra-CV average Low High Low Medium
Inter-CV Low Low Low High
Figure 3. (A) Intra-Colony Variance (Intra-CoCV) of three different colonies phenotypes. (B)
Inter-Colony Variance (Inter-CoCV) on different Intra-CV average and phenotype scenarios.

number of repeats to draw conclusions. The results shows an decrease in the Intra-CoCV of
nuclear sizes on cells treated with Saha + TMZ at CS2 compared to TMZ alone but a high
variance between colonies in the group, suggesting that we can have homogeneous as well as
heterogeneous colonies. Besides that, the combination of Saha and TMZ also shows the smaller
nuclear area average (Fig. 4A). On CS3, the combination of CPI + Saha + TMZ exhibits lower

coefficient of variation and the smaller Inter-CoCV compared to CPI and Saha alone with TMZ,



38

136  suggesting an homogenization of nuclear size after treatment. Besides that, CS-T also shows a
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138
A CS2 CS3
! Nucleararea average ' Nuclear area average :
O 1
80— MCTR=428 150— M CTR = 53,92
® ® TMZ = 45,77 9 TMZ = 63,02
S @ C-T=4825 S C-T=67,99
.g 50 7 S-T=38,84 ,}o_’ 1004 @ S-T=56,30
B ° ®
P ® _o0 2__ W CST=4735 s ; W CS-T=59,03
T -—- § ¢
§ e - § e ® 8
3 o2 g s =52
s ® g 50+ 8- o -
g’ 20— E) ... ° o
& £
0 T T T T T 0 I I I T T
CTR TMZ C-T S-T CS-T CTR TMZ C-T S-T CS-T
Treatment Treatment
' Coeffu:lent of variation ' ! -(-:;;;f];;;,-‘t- ;; ;I-a-r;e;t-u-:»; -E
= 3
80
3 25+ M CTR=219 ‘é M CTR=4,12
’_E TMZ = 1,38 % TMZ = 22,19
F 20 CT=368 2 60 C-T=1683
= E
E 15- §-T=6,03 5 S-T= 12,50
5 McsT-108 : 40 mCsT=287
£ g 2
é’ 10 §
§ oo — A A
S . 5 o 558 = o
3 ¢ 3 e
? ol-o2 e g 0% T T T T
£ CTR TMZ CT ST CST - ok THE &1 S e
= Treatment Treatment
Figure 4. Effect of inhibition of KDM5A and HDACsS on cells nuclear size homogeneity. (A) CS2 nuclear area average by colony for group and coefficient of variation among
colonies on different groups of treatment. CTR=control; TMZ=temozolomide 50uM; C-T= Cpi-455 1uM +TMZ; S-T= Saha 0,5uM + TMZ; CS-T= CPI-455 1uM + Saha 0,5uM +
TMZ. (B) CS3 nuclear areaaverage by colony for group and coefficient of variation among colonies on different groups of treatment.
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Discussion

A scenario in which all cells in a colony derived from a single cell have a similar

phenotype would improve the chance of designing combination therapies to eliminate all cells.
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But in cancer, cells within a tumor have different phenotypes and thus responds differently to
the same drug. The constantly changed epigenome landscape is part of this complex scenario.
Single-cell analysis is in important way to understand the intratumoral heterogeneity. The
development of a tool that is able to calculate variation among cells in colonies could be very
helpful on understanding simple behavior changes within a tumor [13]. Our tool was able to
indicate homogeneity and heterogeneity of nuclear area phenotype in colonies through measure
of nuclear area average, coefficient of variation and senescent cells proportion. To do that, we
adapted the tool developed by Fillipi-Chiela et al., 2012 [6], that was created to analyze nuclear
area and nuclear irregularities, to only nuclear area analysis. After measuring of nuclear area,
we calculate the nuclear area average by colony for each treatment. After that, we calculate
focused our attention on the coefficient of variation of the nuclear area in colonies (Intra-CoCV)
as a way to determine the homogeneity of response, at least in regard to this phenotype, of the

cells to TMZ.

If a colony presents a high intra-CoCV, more heterogeneous cell will be, despite its
genetic similarity. Otherwise, a colony with small intra-CoCV represents a homogeneous
colony. Another way to measure single-cell heterogeneity is by conventional genome-wide
techniques for measuring gene expression, such as DNA microarrays and next-generation RNA
sequencing (RNA- seq) or bulk-cell epigenomic methods, such as chromatin
immunoprecipitation followed by sequencing (ChlP-seq), that provides average profiles of

histone modifications of many cells [14] .

Overexpression of HDACs | and 1l on glioblastoma are shown to be correlated with
tumor progression. In the last few decades, HDAC inhibition by different HDACIi was emerge
as a promising therapeutic strategy. Here, we demonstrate preliminary results that suggests that

treatment with Saha and TMZ decreased senescence induction compared to TMZ alone,
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homogenate nuclear area among cells in colonies and have a smaller growth rate. Open
chromatin state caused by HDAC inhibition already shows to be a potent inducer of tumor cell
apoptosis. However, it remains unclear why tumor cells are more sensitive to HDACi-induced
cell death than TMZ induced apoptosis [15]. S-T apparently reduced the intra-CoCV, but the
interpretation of intra-CoCV and especially inter-CoCV requires an careful analysis of outliers
as their presence have enormous impacts in the two values. Therefore, more studies are needed
to evaluate the impact of HDAC inhibition in combination with TMZ on different types of cell

death.

The preliminary results obtained suggest that inhibition of KDM5A may potentiate the
cytotoxic and/or cytostatic effect of TMZ, but apparently it increased the intra-CoCV. Zeng et
al., 2010 [16] already shows that depletion of KDM5A induce senescence on gastric and
cervical tumor cells. The combination of CPI-455 and Temozolomide was not explored on the
senescence field, but already shows to inhibit proliferation on resistant glioblastoma cells
[17,9]. Inhibit KDM5A increase gene expression, without taking the H3K4me2/3 off. One

possibility to be explored is that KDM5A increased the expression of senescence genes.

Conclusions

Glioblastoma patients prognosis remains poor and new therapeutic approaches are
needed. The variation analysis among cells in a single-cell level is the best way to understand
tumors behavior. Here, we demonstrate the rationale to explore heterogeneity in colonies as a
strategy to analyze the impact of treatments in the variation of response of cells to therapy. The
capacity of homogenization of phenotypes through reversion of epigenetic changes and largest

cell death should be better explored.
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Methods

Cell culture

Human A172 glioblastoma cells (ATCC, CRL-1620) already transduced with 53BP1 plasmid
(Addgene #69531) were cultured in Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM)
supplemented with 10% fetal bovine serum, 1% penicillin/streptomycin and 0,1% amphotericin

B. Cells were kept at 37°C in a humidified atmosphere of 5% CO2 and 95% filtered air.

Clonogenic Assays

A172-53BP1 cells were plated on a 6-well Kasvi plate on a density of 300 cells per well
to monitor the colonies formation from a single-cell. Beyond the control group, which remained
with DMEM Low throughout the treatment, there was four groups of treatment: Saha (Sigma-
Aldrich SML0061) 0.5 uM + TMZ 50 uM; CPI-455 (Axon Medchem - 2573) 1 uM + TMZ 50
uM; Temozolomide 50 uM; Saha 0.5 uM + CPI-455 1 uM + TMZ 50 uM. Groups 1 and 2
received the modulators one day after plating and remained in contact with them until the
seventh day. The TMZ was added in combination on day 4 and remained until 7 day too. Group
3 received the chemotherapy on day 4 and the treatment lasted for 3 days. Finally, group 4 was
treated with the epigenetic modulators on day one until day 7, and the TMZ was added in
combination on day 4. Photos are taken on IncuCyte® on days 4, 7 and 10 in 4 and 20 times

magnification on original phase and red phase.

Nuclear Area Analysis

The nuclear area was quantified cell by cell through ImageJ®. ImageJ® measures the

nuclear size by pixels and turns into a number. Photos with 4x magnification were used. The

nuclear area quantification provide data to several analysis. The variance of nuclear area in
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Yo, (Xi-X)?

every colony was calculate by the formula V= ,which shows how distant each cell is

from the average, while coefficient of variation was calculated by variance of colony divided
by the nuclear area average. Analysis of growth rate 1 and 2 are made to complement the data

obtained by nuclear area analysis.

To validate our findings, we use the tool Nuclear Morphometric Analysis (NMA) (6),
which is able to indicate the proportion of cells in senescence or with normal nuclear size in a

cell population in vitro based in nuclear morphology.

Statistical Analysis

The statistical analysis was made by Ordinary one-way ANOVA test with Tukey’s

multiple comparisons on Prism9®. “p” value under 0,05 was considered significant.

Abbreviations

CV — Coefficient of Variation

GBM - Glioblastoma

HDACs — Histone deacetylases

KDMS5A — Lysine specific demethylase 5A
NMA — Nuclear Morphometric Analysis

PTMs — Histone post-translational modifications
SAHA - Vorinostat

TMZ — Temozolomide
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3 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

No presente trabalho, foi possivel concluir que a analise a nivel de células Unicas da
variancia da heterogeneidade de fendtipos € uma importante ferramenta para a compreensdo da
resposta celular & Temozolomida. Além disso, concluimos que inibidores epigenéticos podem
alterar a heterogeneidade da resposta, embora a importancia disto na resposta terapéutica ainda
esta em aberto. Porém, fazem-se necessarios estudos em larga escala sobre seus mecanismos
de inducéo de morte celular ou senescéncia.

Como perspectivas, iremos avaliar os efeitos da inibicdo de KDM5A e HDACs na
homogeneizagcdo do fendtipo de tamanho nuclear com um “n” amostral maior, visando
aumentar a confiabilidade dos dados obtidos. Em sequéncia, pretendemos avaliar os efeitos dos
inibidores no fenotipo de resposta ao dano ao DNA, buscando obter uma homogeneizacao de

resposta ao dano causado pelo TMZ.
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