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RESUMO

O Sarcoma de Ewing (SE) ¢ o segundo tumor 6sseo mais comum em criangas ¢ adolescentes.
Apesar de avangos em relacdo ao diagndstico e tratamento do SE, um dos principais desafios
¢ o tratamento de pacientes com doenca recorrente ou metastatica, que apresentam taxas de
sobrevida global de 5 anos de aproximadamente 10%. Casos de resisténcia e recorréncia
tumoral podem ser associados a uma subpopulacao de células, conhecida como células-tronco
tumorais (CTT). CTTs apresentam potencial de autorrenovacdo e diferenciagdo que
contribuem para a heterogeneidade tumoral e consequentemente resisténcia a tratamentos.
BMI-1 ¢ um importante fator do Complexo Repressivo Policombo 1 (PRC1) que regula
epigeneticamente a expressao génica. BMI-1 ja foi relacionada a manutengao do estado tronco
tumoral em outros tumores, mas seu envolvimento com a tumorigénese de SE e o papel de
BMI-1 nas CTTs de SE ainda nao foi elucidado. O presente trabalho encontrou que a inibi¢ao
de BMI-1 foi capaz de reduzir a viabilidade celular de células em monocamada e CTTs de SE.
Os resultados obtidos sugerem que a inibi¢ao farmacologica de BMI-1 causa uma reducao da
viabilidade, possivelmente por meio da indu¢do de morte celular. Além disso, apesar dos
niveis de BMI-1 ndo serem alterados no modelo de CTTs utilizados, BMI-1 parece ser
relevante para a manutencdo de CTTs de SE, visto que sua inibi¢do reduziu o numero e a
viabilidade de esferas de SE e nas esferas de RD-ES essa diminui¢ao foi acompanhada por
uma redug@o nos niveis do marcador de stemness PROMI. Dessa forma, o presente trabalho
trouxe dados preliminares que sugerem que BMI-1 possa ser uma potencial terapia para
Sarcoma de Ewing.

Palavras-chave: Sarcoma de Ewing; células-tronco tumorais; BMI-1.



ABSTRACT

Ewing's Sarcoma (ES) is the second most common bone tumor in children and adolescents.
Despite advances in the diagnosis and treatment of ES, one of the main challenges is the
treatment of patients with recurrent or metastatic disease, who have 5-year overall survival
rates of approximately 10%. Cases of tumor resistance and recurrence can be associated with
a subpopulation of cells known as cancer stem cells (CSCs). CSCs have the potential for
self-renewal and differentiation, which contribute to tumor heterogeneity and consequently
resistance to treatments. BMI-1 is an important Polycomb Repressive Complex 1 (PRC1)
factor that epigenetically regulates gene expression. BMI-1 has already been linked to the
maintenance of the tumor stem state in other tumors, but its involvement in SE tumorigenesis
and the role of BMI-1 in SE CSCs has not yet been elucidated. The present study found that
BMI-1 inhibition was able to reduce the cell viability of monolayer cells and SE CSCs. The
results obtained suggest that pharmacological inhibition of BMI-1 causes a reduction in
viability, possibly through the induction of cell death. In addition, although BMI-1 levels were
not altered in the CSCs model used, BMI-1 seems to be relevant for the maintenance of SE
CSCs since its inhibition reduced the number and viability of SE spheres and in RD-ES
spheres this decrease was accompanied by a reduction in the levels of the stemness marker
PROM]1. Thus, this study has provided preliminary data suggesting that BMI-1 may be a
potential therapy for Ewing's Sarcoma.

Keywords: Ewing's sarcoma; cancer stem cells; BMI-1.
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1 INTRODUCAO

1.1. SArRcoma DE EwING

O Sarcoma de Ewing (SE) ¢ um tumor maligno que acomete principalmente criangas,
adolescentes e adultos jovens, com pico de incidéncia aos 15 anos. Ocorre
predominantemente em ossos e tecidos moles, sendo a segunda causa mais comum de
tumores 6sseos em adultos jovens (INCA, 2022).

Os tumores pertencentes a familia do SE sdo caracterizados por translocagdes nos
bracos longos dos cromossomos 11 e 22, t (11;22) (q24; q12), que levam a fusdo dos genes da
familia das proteinas FET com os genes da familia de fatores de transcrigdo ETS
(DELATTRE et al , 1992). Assim, as proteinas quiméricas originadas da fusdo génica atuam
como fatores transcricionais alterados, cujo papel tem sido relacionado a patogénese do tumor
(GANGWAL et al 2008). A principal proteina quimérica ¢ a originada da fusdo do EWSRI,
da familia FET, a FLI1, da familia ETS, correspondendo a 85% da origem genética dos
tumores SE (Figura 1). A segunda translocacdo mais comum ¢ t (21;22) (q22; ql2), que
resulta na fusdo do gene EWSR1 com ERG, representando 15% dos casos. Outras
translocagdes descritas sdo t (7;22) (p22; q12), t (17;22) (q21; q12) e t (2;22) (q33; q12), onde
EWSRI1 ¢ fundido aos genes ETV1, E1AF e FEV, respectivamente, e que correspondem a
menos de 1% dos casos (BURCHILL, 2003) (ARVAND; DENNY, 2001). Do mesmo modo
foram descritas fusdes entre genes ETS e outros genes pertencentes a familia FET, como FUS
e TAF15 (WATSON et al, 2018). Nao ha evidéncias de que o tipo de fusdo contribua para o
prognostico, resultando em desfechos clinicos similares (GINSBERG et a/, 1999).

Outras alteracdes genéticas sao pouco frequentes, sendo as mutagdes mais comuns em
TP53 (5-7%), STAG2 (15-21%) e CDKN2A (10-12%) (TIRODE et al, 2014). A falta de
subtipos genéticos sugere que o tumor ¢ derivado de uma tnica linhagem celular. Modelos
experimentais apontam que o SE ¢ originado de células progenitoras mesenquimais ou da
crista neural (RICHTER et al, 2009), contudo, sua célula de origem nao foi completamente

elucidada (RIGGI; STAMENKOVIC, 2007).
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FET and ETS Family Members Involved in the Pathogenesis of Ewing’s Sarcoma

FET gene products | ETS transcription factors
) [ E14F ]
ST .

Domain Structures

SYGQ rich RGGRRMRGG
NH COOH

EWS (chromosome 22) \ /' FLI1 (chromosome 11)

£(11;22)
Fusion Proteins Prevalence
SYGQ rich ETS-DBD

EWS-FLI1 NH

| -COOH 85%

EWS-FLIL t(11;22) (q24iq12)

EWS-ERG NH, ERG COOH 10%
EWS-ETV1 NH, ETV1 COOH <1%
EWS-E1AF N Hzm E1AF COOH <1%
EWS-FEV N Hz FEV f COOH <1%
TLS/FUS-ERG NH,{  Tis/rus | ERG }-coo <1%

Figura 1- Fusdes génicas caracteristicas do Sarcomas de Ewing.
Fonte: Riggi, Nicolo. (2021)

O SE pode ser caracterizado morfologicamente como tumor de células pequenas,
redondas e pouco diferenciadas, de citoplasma eosinofilico e abundante em glicogénio e
granulos de degradagdo. A alta expressdo do marcador CD99 ¢ demonstrada em mais de 80%
dos casos, todavia, € pouco especifico por ser detectado em outros tipos tumorais. Tumores
com diferenciacdo neuroectodérmica podem expressar S-100, desmina, vimentina e Enolase
Neurdnio Especifica (NSE), mas que também sdo detectados em outros tipos tumorais
(RIGGI; STAMENKOVIC, 2007). Dessa forma, faz-se necessario o diagnostico diferencial
pela exclusdo de outros tumores, contudo, a distingdo definitiva pode ser obtida pela
investigacdo das translocagdes cromossOmicas especificas do SE por técnicas moleculares,
como hibridizacdo fluorescente in situ (FISH) ou reacdo em cadeia da polimerase (PCR).
(KIM; PARK, 2016) (GAMBERI et al, 2011).

Como ¢ um tumor extremamente agressivo, o tratamento para SE consiste em regime
multimodal, incluindo poliquimioterapia intensiva e controle local - ressec¢do cirtrgica e
radioterapia (INCA, 2022). Cerca de 25% dos pacientes apresentam metastases ao
diagndstico, que comumente ocorrem nos pulmoes, ossos ¢ medula 6ssea (ESIASHVILI;

GOODMAN; 2008). Pacientes com doenca localizada t€ém sobrevida global de 5 anos em 70
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a 80% dos casos e em menos de 30% para pacientes que apresentam metdstases ja no
momento do diagndstico (GASPAR ef al, 2015). A terapia ¢ relacionada a eventos de
toxicidade aguda e de longo prazo, como cardiomiopatias, doengas renais e reducao da
fertilidade. Também hé4 risco de desenvolvimento de tumores secundérios devido a
quimioterapia e/ou radioterapia, tratamentos causadores de lesdo celular exuberante, que
podem gerar mutagdes que promovam o desenvolvimento de um novo tumor (GRUNEWALD
et al, 2018). Pacientes recidivados ou metastaticos tém sobrevida global de 10% (HUANG;
LUCAS, 2011). Para estes pacientes, o tratamento ainda permanece um desafio, devido a
resisténcia ou ineficiéncia da terapia padrao (STAHL et al, 2011).

Dessa forma, identificar e compreender as principais rotas moleculares ou
subpopulagdes celulares tumorais implicadas em metastases e resisténcia a terapia no SE pode

contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias terap€uticas.

1.2 CtLuras TrRoNnco TUMORAIS

E crescente o niimero de estudos que sugerem que a persisténcia de uma subpopulagio
de células tronco tumorais (CTTs) pode ser parcialmente responsavel pela resisténcia, invasao
e recorréncia geral em muitos canceres. As células-tronco tumorais possuem propriedades
distintas como autorrenovac¢do e capacidade de diferenciagdo em multiplas linhagens. A
propriedade de autorrenovagao ¢ especialmente relevante para a oncogénese e malignidade,
pois o aumento aberrante da autorrenovagdo, combinado com o potencial intrinseco de
crescimento das células-tronco tumorais, pode explicar grande parte do que ¢ considerado um
fenotipo tumoral maligno (JORDAN; GUZMAN; NOBLE 2006). A propriedade de
diferenciagdo em multiplas linhagens confere as CTTs a capacidade de geragao de progénie
com varios niveis de diferencia¢do, tumorigénicas e ndo tumorigénicas, contribuindo para o
povoamento e heterogeneidade do tumor (HERREROS-POMARES, 2022).

A identificacdo de CTTs ¢ realizada através da detecgdao de marcadores especificos. A
glicoproteina de superficie celular CD133 ¢ um marcador tronco tumoral bastante discutido,
uma vez que células CD133 positivas de diversos tumores sélidos demonstram capacidade
aumentada de invasdo, tumorigenicidade e quimiorresisténcia (GLUMAC; LEBEAU, 2018).
Os marcadores de superficie celular CD34, CD44, CD90, CD117, CD20 também foram
apontados como marcadores de CTTs em uma variedade de tumores so6lidos, dentre os quais

incluiu-se os sarcomas (PRINCE et a/ 2007).
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A formagdo de esferdides tumorais ¢ um dos modelos de valida¢do do fenotipo tronco
tumoral in vitro. (BIELECKA et al, 2016). O modelo consiste no cultivo de células em baixas
quantidades sob condi¢cdes nao aderentes, utilizando meio livre de soro suplementado com
fatores de crescimento. Para linhagens de SE, Wahl et a/ (2010) descreve as condi¢des de
cultivo e suplementos  Outros modelos descritos sdo a avaliagdo da capacidade de
repopulacao ou iniciagao tumoral a partir de xenoenxerto em camundongos imunossuprimidos
e o também modelo in vitro de crescimento de colonias em condigOes de cultura de células
ndo aderentes (VISVADER; LINDEMAN, 2012).

No SE, as CTTs foram descritas pela primeira vez por Suva et a/ em 2009, que
isolaram uma subpopulac¢do tumoral positiva para CD133 capaz de formar esferas in vitro ¢ de
iniciar € manter crescimento tumoral em animais injetados com essas cé¢lulas. Cornaz-Buros ef
al (2014) descrevem que as CTTs constituem de 3-15% da maioria dos tumores da familia
Ewing e possuem caracteristicas tronco como plasticidade, clonogenicidade e capacidade de
iniciacdo tumoral. No mesmo artigo foi demonstrado que a populagdo tronco tumoral (CD133
positiva) ndo responde da mesma forma a terapia antitumoral de primeira linha para SE, tendo
pouco efeito in vitro nas esferas enriquecidas em CTTs, em contraste ao efeito citotoxico
extensivo nas células aderentes (TACAR; DASS, 2013).

Tratamentos antitumorais que falham em eliminar as CTTs podem permitir a
repopulacdo tumoral, resisténcia a terapia, disseminagdo e crescimento em outros sitios.
Estratégias terapéuticas que tém as CTTs como alvo podem ser mais efetivas na erradicagdo
do tumor, reduzindo risco de reincidéncia e metastatizagdo. Portanto, identificar alvos
terapéuticos que estejam associados ao tratamento do cancer e as CTTs aparenta ser promissor

para o tratamento de SE.

1.3 BMI-1

Nesse contexto, BMI-1 pode representar um alvo para a prevencao e terapia de SE,
uma vez que tem sido associado a manutengdo das propriedades tronco tumorais. BMI-1 ¢
uma proteina que pertence ao Complexo Repressivo Policombo 1 (PRCI1), do Grupo
Policombo (PcG), e esta envolvida na regulacio da expressdo génica durante o
desenvolvimento e a diferenciacdo (GENG; GAO, 2020). Junto a RINGIB, faz parte da
subunidade catalitica de PRCI, que tem fun¢dao de mono ubiquitina ligase. Assim, catalisa a
mono-ubiquitinagdo da lisina 119 da histona H2a (H2AK119ub), promovendo modifica¢des

na cromatina e repressao da transcri¢ao génica (WANG et al, 2004).
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Diversos estudos indicaram um papel importante da proteina na patogénese de
diferentes tipos tumorais, sendo relacionado ao comportamento biologico maligno do cancer
por meio da promogdo da proliferagao celular, inibigao da apoptose e manutencdo das CTTs.
(ZHAOQO et al, 2023). Niveis aumentados de BMI-1 foram ligados a persisténcia de uma
populacdo tronco tumoral em diferentes canceres, sendo indispenséavel para a regulagdo da
autorrenovagao e do estado indiferenciado em tumores hematolédgicos e sdlidos (WANG et al,
2015). Lukacs et al (2010) mostraram que BMI-1 em niveis elevados resultam no aumento do
nimero e tamanho de esferas no modelo in vitro de cancer de prostata. Além disso, inibe a
apoptose da populagdo CD133 positiva em glioblastoma multiforme, conforme Abdouh et al
(2009). Por outro lado, o knockdown de BMI-1 causa perda da capacidade side iniciagao
tumoral em modelo xenografico de cancer de mama em camundongos (MA ef al, 2012).

O SE ¢ um dos diversos tumores que superexpressam BMI-1: segundo o Children's
Oncology Group (COG) (2011), cerca de 80% dos tumores de SE tém superexpressdo da
proteina. No tumor, BMI-1 tem papel no crescimento independente de contato in vitro
(DOUGLAS, 2008), na sobrevivéncia ao estresse induzido por hipoxia (RYLAND et al,
2015) e no controle de vias de sinalizacao de crescimento celular (BENNANI et al, 2011).
Além disso, a expressdo de EWS-FLI1 em células tronco mesenquimais, provaveis células de
origem de SE, induz a expressio de BMI-1, indicando um possivel efeito de BMI-1 na
tumorigénese de SE (VON LEVETZOW et al 2011). Apesar da descri¢do do envolvimento de
BMI-1 na manutencdo de um estado indiferenciado em outros tumores e seu envolvimento
com a tumorigénese de SE, o papel de BMI-1 nas CTTs de SE ainda ndo foi elucidado,
demonstrando a importincia de melhor investigacdo sobre sua contribuicdo para a

malignidade do tumor.
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1.4 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

O Sarcoma de Ewing (SE) ¢ um tumor pediatrico altamente agressivo. Considerando
os riscos de recorréncia e metastatizagdo e a baixa taxa de sobrevida nesses casos, a busca
pelo melhor conhecimento da biologia do tumor e por novos alvos terapéuticos se torna
relevante ao oportunizar avangos na intervengao e na eficacia de tratamento dos pacientes. Por
sua vez, a proteina BMI-1 esta relacionada ao carater maligno de diversos canceres, sendo
atribuida a manutencdo de propriedades tronco tumorais devido a regulacdo da
autorrenovacao e diferenciagdo. Dada a auséncia da investigagdo do papel da proteina BMI-1
nas células tronco tumorais de SE, seu estudo pode contribuir para o melhor entendimento da
patogénese do tumor e assim contribuir na busca por novos alvos terapéuticos.

A hipoétese desse trabalho ¢ que o uso do inibidor de BMI-1, PTC-209, sera capaz de

reduzir in vitro a viabilidade de células tronco tumorais de Sarcoma de Ewing.
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1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo geral

Determinar o efeito da inibigdo farmacologica de BMI-1 em células de Sarcoma de

Ewing, incluindo células tronco tumorais.

1.5.2 Objetivos especificos

1.5.2.1 Avaliar niveis de BMI-1 em linhagens e culturas enriquecidas em células tronco
tumorais de SE;

1.5.2.2 Estabelecer relagao dose-efeito do inibidor de BMI-1 nos niveis de BMI-1 em células
de SE;

1.5.2.3 Avaliar o efeito da inibigdo de BMI-1 em células tronco tumorais de SE;

1.5.2.4 Avaliar possiveis vias associadas aos efeitos da inibi¢do farmacologica de BMI-1,

como vias associadas a pluripoténcia.
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Abstract

O Sarcoma de Ewing (SE) ¢ um tumor maligno que acomete principalmente criancas,
adolescentes e adultos jovens, com pico de incidéncia aos 15 anos. Um dos principais desafios
no tumor ¢ o tratamento de pacientes com doencga recorrente ou metastatica, que apresentam
taxas de sobrevida global de 5 anos de aproximadamente 10 %. Estudos tém associado casos
de resisténcia e recorréncia tumoral a uma subpopulacdo de células conhecida como células
tronco tumorais (CTTs). Esta subpopulacao celular apresenta potencial de autorrenovacao e
diferenciagdo, propriedades que contribuem para a heterogeneidade tumoral e
consequentemente resisténcia a tratamentos. Relacionada as CTTs, a proteina BMI-1 foi
ligada ao comportamento bioldgico maligno do cancer por meio da autorrenovagido e
diferenciagdo destas células. Apesar da descri¢do do envolvimento de BMI-1 na manutengao
de um estado indiferenciado em outros tumores e seu envolvimento com a tumorigénese de
SE, o papel de BMI-1 nas CTTs de SE ainda nao foi elucidado, demonstrando a importancia
de melhor investigacdo sobre sua contribuicdo para a malignidade do tumor. Assim, o
presente estudo buscou entender o papel de BMI-1 nas células em monocamada e CTTs de
SE. Obteve-se como resultado da inibi¢do farmacologica de BMI-1 a redugdo do ntimero ¢ a
viabilidade de esferas de SE, que foi acompanhada por uma redu¢ao nos niveis do marcador
de stemness PROM]I nas esferas de RD-ES. Estes resultados sugerem que a proteina tem
papel na manuten¢do no estado tronco tumoral nas células de SE, se mostrando possivel alvo

terap€utico para SE a ser melhor investigado.

Palavras chave: Sarcoma de Ewing; Células Tronco Tumorais; BMI-1.
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Introduciao

O Sarcoma de Ewing (SE) ¢ um tumor pediatrico altamente agressivo que acomete
0ssos ¢ tecidos moles. O tumor ¢ caracterizado geneticamente pela translocagdo dos
cromossomos 11 e 22, t(11;22)(q24;q12), que leva a fusdo dos genes da familia das proteinas
FET com os genes da familia de fatores de transcricdo ETS. A principal proteina de fusdo ¢
EWSRI-FLII, que ocorre em cerca de 85% dos casos [1]. Modelos experimentais sugerem
que a origem histogenética do SE seria de células progenitoras mesenquimais ou da crista

neural, contudo, sua célula de origem ndo foi completamente elucidada [2].

O pico de incidéncia do SE ¢ aos 15 anos de idade. E o segundo tumor 6sseo mais
comum em pacientes pediatricos, atrds apenas do osteossarcoma. Pacientes com doenca
localizada tém sobrevida global de 5 anos em cerca de 75%, que cai para 30% em pacientes
que apresentam metastases ao diagnodstico [3]. Menor ainda ¢ a sobrevida global para
pacientes recidivados ou metastaticos, que ¢ de 10% [4]. Para estes, o tratamento ainda ¢ um

desafio, visto a resisténcia ou ineficiéncia da terapia padrao [5].

E crescente o nimero de estudos que sugerem que a persisténcia de uma subpopulagio
de células tronco tumorais (CTTs) podem ser parcialmente responsaveis pela resisténcia e
invasdo e recorréncia geral em muitos canceres. Seu papel tem sido relacionado ao
comportamento bioldgico maligno no cancer visto suas propriedades de autorrenovagdo e
capacidade de diferenciacio em multiplas linhagens, que seriam responsaveis pelas
caracteristicas de iniciacdo e manutencao tumoral [6]. Nesse sentido, BMI-1 pode representar
um alvo para terapia de SE, uma vez que tem sido associado a manuten¢do das propriedades
tronco tumorais. BMI-1 ¢ uma proteina que pertence ao Grupo Policombo (PcG), envolvida
na regulacao da expressao génica durante o desenvolvimento e na diferenciacdo [7]. Diversos
estudos indicaram que a inibi¢ao de BMI-1 pode reduzir o comportamento biolégico maligno
do cancer por meio da regulagdo da autorrenovagdo e diferenciacdo das CTTs [8]. No SE, ja
foi relacionada a eventos tumorigénicos [9], mas ndo especificamente as propriedades tronco
tumorais, demonstrando a importancia de melhor investigacdao sobre sua contribui¢do para a

malignidade do tumor.

Neste trabalho foi investigado o efeito da inibi¢ao farmacoldgica de BMI-1 em SE. Os
resultados obtidos mostraram redug¢do na viabilidade de células de SE, incluindo uma

subpopula¢do tronco tumoral caracterizada pelo modelo de esferas e por marcadores



20

moleculares. Tais resultados suportam a hipotese de que BMI-1 tem papel importante na

patogénese de SE e na manutengdo de CTTs no tumor.

Materiais e Métodos

Linhagens Celulares e Condigdes de Cultivo

Foram utilizadas duas linhagens celulares de SE obtidas originalmente do American
Tissue Type Collection (ATCC): RD-ES (ATCC® HTB-166TM) e SK-ES-1 (ATCC®
HTB-86TM). As células foram cultivadas com meio RPMI 1640 suplementado com 15% de
soro fetal bovino (SFB), 1% penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL) e 0,1% de
anfotericina B (0,25 pg/mL) e mantidas a 37°C em ambiente umidificado, na presenca de 5%

de CO2.

Tratamento

Para esse projeto foi utilizado o inibidor seletivo para BMI-1, PTC-209, diluido em
DMSO (Sigma-Aldrich) em uma concentracdo final de 10 mM. Baseado no estudo que
verificou a inibi¢do de BMI-1 com PTC-209 em osteossarcoma, foi escolhido um tempo de

tratamento de 48 horas e concentragdo 0,5, 1,0 ¢ 5 uM de PTC-209 para células de SE [10].

Viabilidade

As células foram plaqueadas e tratadas com PTC-209 nas doses de 0,5, 1 e 5 uM por
um periodo de 48 horas. A fim de verificar a viabilidade celular nas diferentes doses, as
células foram quantificadas em hemocitometro pelo método de exclusdo por azul de tripan.
Foi realizado controle com DMSO para descartar efeito de citotoxicidade do veiculo. O

experimento foi realizado em triplicata biologica.
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Ensaio de Formacgao de Esferas

O ensaio de formagao de esferas ¢ um ensaio utilizado como modelo de CTTs [11]. As
células de SE foram tripsinizadas e ressuspendidas meio indutor de esferas DMEM/F12
suplementado com 20 ng/mL fator de crescimento epidérmico (EGF) (Sigma-Aldrich), 20
ng/mL fator de crescimento de fibroblasto basico (bFGF) (Sigma-Aldrich), 2% suplemento
B-27 (Gibco, Life Technologies), 20 ng/mL fator inibitério da leucemia humano (LIF)
(Sigma-Aldrich), 2,5 UI/mL heparina e antibidticos. Para esse ensaio foram utilizadas placas
de 24 pocos em uma concentracdo de 7 células a cada ul. Apods 5 dias de inducao da
formagdo das esferas, foi adicionado novo meio indutor. Nas condi¢des para avaliacdo da
inibicao de BMI-1 foi adicionado meio indutor com PTC-209 (em uma concentragao final de
1 uM). Apds 48 horas, foram obtidas imagens utilizando microscopio Leica Microsystems em
amplificacdo de 5X para avaliar o nimero de esferas formadas; a contagem das esferas foi
realizada com auxilio do plugin multipoint tool no software Imagel. Também foi realizada a
digestdo enzimatica das esferas com Tripsina (Thermo Fisher) e as células foram
quantificadas em hemocitdmetro com azul de Tripan para verificar o nimero de células
vidveis nas diferentes condicdes. Também foi possivel coletar pellet das esferas de SE a fim

de verificar o nivel transcricional de genes alvo.

RT-gPCR

Para verificar os niveis de mRNA dos genes BMI1, SOX2, PROM]I foi realizada a
técnica de RT-qPCR. Foram obtidos pellets de células de SE e esferas de SE ndo tratadas e
tratadas com PTC-209 em concentragdo final de 1 uM por um periodo de 48 horas. A extracao
de RNA foi realizada com o kit de extracdo de RNA ReliaPrep RNA Cell Miniprep System
(Promega), e as amostras foram quantificadas por espectrofotometro NanoDrop em 260 nm de

t™ Reverse

comprimento de onda. Para a sintese do cDNA, foi utilizado o GoScrip
Transcription System (A5000, Promega Corporation); A etapa de qPCR foi realizada utilizado
PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix (A25742, Thermo Fisher Scientific) no equipamento
QuantStudio 5 (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific). Foi utilizado um input de 10
ng e a sequéncia dos primers para BMII, SOX2, PROMI, ACTB encontra-se na tabela 1. O
nivel do gene Beta-actina (ACTB) foi usado como controle interno. O experimento foi

realizado em triplicata bioldgica e o nivel transcricional foi avaliado pelo método de delta CT.
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Tabela 1. Sequéncia de Primers

Gene Foward (5°-3”) Reverse (3°-57)
BMI1 TGCTTTGTGGAGGGTACTTC GTCTGGTCT TGTGAACTTGGA
SOX2 CAGTCTGCAGACCTACATGA GGGAGGAAGAGGTAACCACAG

PROMI | AGTCGGAAACTGGCAGATAGC GGTAGTGTTGTACTGGGCCAAT

ACTB AAACTGGAACGGTGAAGGTG AGAGAAGTGGGGTGGCTTTT

Imunofluorescéncia

Para avaliar os niveis proteicos de BMI-1 foi realizada a técnica de
imunofluorescéncia. As células foram cultivadas em laminulas previamente preparadas com
poli-I-lisina 0,01% e entdo tratadas com PTC-209 (1 uM) por um periodo de 48 horas. Apds o
tempo estipulado, as células foram fixadas e permeabilizadas em metanol 100%. As laminulas
foram bloqueadas com solu¢do de 1% de BSA em PBS-0,3 % Triton-X (PBST) por 30 min,
em seguida, as laminulas foram incubadas com anticorpo primdrio anti- BMI1 (1:600 D20B7,
Cell Signaling Technology) overnight a 4° C. Em seguida, foram incubadas em temperatura
ambiente por 1h com anticorpos secundarios fluorescentes Alexa Fluor 488-conjugated goat
anti-rabbit (1:1000; ab150077 Abcam). As laminulas foram montadas com Flourished com
DAPI (Sigma Aldrich) para marcagdo do nucleo. Imagens foram adquiridas em microscopio

invertido Leica Microsystems em amplificacao de 20X.

Analise Estatistica

Os dados foram apresentados como médias + desvio padrdao (DP) de 3 experimentos
independentes. A comparacao entre grupos foi avaliada no teste T de Student ou por ANOVA
de 1 via seguida pelo teste de Bonferroni. Foi utilizado o software GraphPad Prism versao 8.
Foram considerados estatisticamente significativos valores de * p < 0.05; ** p <0.01; *** p <

0.001; **#* p <0.0001.
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Resultados
Expressdo de BMI-1 em Células de SE

Para esse trabalho foram utilizadas as linhagens de SE: RD-ES e SK-ES-1 (Figura
1A). A fim de melhor caracterizar a expressdo de BMI-1 nas linhagens de SE, foi verificado o
nivel transcricional BMII por meio da técnica de RT-qPCR. Os resultados obtidos indicam
que a linhagem SK-ES-1 apresenta maiores niveis de BMII em comparagdo com RD-ES
(0,73-fold, p=0,0103) (Figura 1B). Os resultados de imunofluorescéncia também demonstram

uma diferenga qualitativa no nivel proteico de BMI-1 entre as linhagens de SE (Figura 1C).
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Figura 1 - Expressdo de BMII nas linhagens de SE. (A). Imagens representativas das linhagens
celulares RD-ES e SK-ES-1. (B). Nivel relativo de mRNA de BMI/ nas linhagens de SE foi verificado pela
técnica de RT-qPCR. (C). Ensaio de imunofluorescéncia foi realizado para verificar o nivel protéico de BMI-1
nas linhagens de SE. DAPI foi utilizado como marcador nuclear e imagens de microscopia foram capturadas em
microscépio invertido em aumento de 20X. Para analise estatistica foi realizado Teste T e resultados representam

média + DP de trés experimentos independentes; *p < 0.05.

Inibicao Farmacologica de BMI-1 por PTC-209 Diminui a Viabilidade de Linhagens de SE

O farmaco PTC-209 foi utilizado para avaliar o efeito da inibi¢do de BMI-1 sobre as
linhagens de SE. C¢lulas de SE foram tratadas com PTC-209 nas doses de 0,5, 1 ¢ 5 uM por
48 horas e as células viaveis e as células mortas foram verificadas pelo método de exclusao de
tripan. Os resultados demonstram que a inibicdo farmacoldgica por PTC-209 diminui
significativamente a viabilidade e aumenta o nimero de células mortas nas células de SE de

forma dose dependente (Figura 2B). Além disso, foi realizado ensaio de imunofluorescéncia
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para avaliar os niveis proteicos de BMI-1: os resultados obtidos sugerem que o tratamento
com 1 pM de PTC-209 reduz a expressdo de BMI-1 nas linhagens de SE apo6s 48 horas
(Figura 2C).
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Figura 2 - Inibi¢do farmacologica de BMI-1 por PTC-209 diminui viabilidade de linhagens de SE. (A).
Imagens representativas das células nas condi¢des de controle e tratadas com PTC-209 (1 uM) por 48 horas.
Imagens de microscopia em campo claro foram capturadas em microscopio invertido em aumento de 10 X. (B).
Viabilidade celular e o nimero de células mortas relativos ao niimero total de células foram verificados por
exclus@o de azul de tripan. (C). Ensaio de imunofluorescéncia foi realizado para verificar o nivel protéico de
BMI-1 nas células nas condigdes de controle e tratadas. DAPI foi utilizado como marcador nuclear e imagens de
microscopia foram capturadas em microscopio invertido. Barra de escala em 50 um. Para analise estatistica foi
realizado ANOVA de uma via e resultados representam média + DP de trés experimentos independentes; * p <

0.05; ** p <0.01; *** p <0.001; **** p <0.0001.

Inibi¢ao Farmacoldgica de BMI-1 diminui numero e viabilidade de esferas SE
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Com o intuito de melhor entender o papel de BMI-1 na populagdo tronco tumoral de
SE foi utilizado o modelo de formacgdo de esferas conforme protocolo descrito por Wahl et al
(2010) como modelo in vitro enriquecido em CTT. Analises do nivel transcricional de
PROM]1 (gene que codifica a proteina CD133) e SOX2 demonstram que o modelo de
formagdo de esferas aumenta a expressdo de genes de stemness em esferas de RD-ES e
SK-ES-1 em comparagdo com células em monocamada, respectivamente (0,85-fold,
p=0,00478; 1,17-fold, p=0,0013 e 7,3-fold; 0,54-fold, p=0,0098) (Figura 3B). Contudo, nao
houve alteragao significativa dos niveis transcricionais de BMI1 nas CTTs de SE relativos a

monocamada.
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Figura 3 - Esferas de SE expressam genes de stemness PROMI e SOX2. (A). Imagens representativas
das células em monocamada e das esferas de cada linhagem. (B). Nivel relativo de mRNA de PROM1 (N=1 para
SK-ES-1), SOX2 ¢ BMII esferas de SE em comparag@o com células da monocamada foi verificado pela técnica
de RT-qPCR. Imagens de microscopia foram capturadas em microscopio invertido em aumento de 20 X. Para
analise estatistica foi realizado Teste T e resultados representam média + DP de trés experimentos

independentes; * p < 0.05; ** p < 0.01

Para verificar o papel da inibicdo de BMI-1 em CTTs de SE, esferas das linhagens
RD-ES e SK-ES-1 foram cultivadas por um periodo de 5 dias e expostas ao inibidor PTC-209
(1 uM) por 48 horas. Apos o tratamento, foi encontrada uma diminui¢do significativa no
nimero de esferas de RD-ES e SK-ES-1, respectivamente (50% p=0,0179; 67% p=0,0013)

(Figura 4A-B), acompanhado da diminui¢do da viabilidade celular observada pelo ensaio de
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exclusdo de tripan (86% p=0,0004; 80% p=0,0027) (Figura 4C). A partir de RT-qPCR, foram
verificados os niveis transcricionais dos genes de stemness PROMI, SOX2 ¢ BMII apés a
inibi¢do de BMI-1. Os resultados obtidos demonstram uma diminui¢ao nos niveis de PROM
nas esferas de RD-ES (0,42-fold, p=0,0042) e um aparente aumento nas esferas de SK-ES-1
(1.6-fold). Contudo, ndo foram encontradas alteracdes nos niveis de SOX2 e BMII apds o

tratamento com PTC-209.
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Figura 4 - Inibigdo farmacologica de BMI-1 diminui o numero e a viabilidade de esferas de SE. (A).
Imagens representativas das esferas nas condi¢des de controle e tratadas com 1 uM de PTC-209 por 48 horas
(B). Efeito de PTC-209 no niimero de esferas formadas em relagdo ao controle. (C). Viabilidade relativa ao
controle foi verificada por exclusdo de azul de tripan. Imagens de microscopia foram capturadas em microscopio
invertido em aumento de 5X. (D). Nivel de mRNA de PROMI (N=1 para SK-ES-1), SOX2 e BMI! nas células
tratadas com PTC-209 foi verificado pela técnica de RT-qPCR. Para analise estatistica foi realizado Teste T e

resultados representam média + DP de trés experimentos independentes. ** p < 0.01; **** p <0.0001.
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Discussao

A proteina BMI-1 tem sido alvo importante na investigacao da patogénese de diversas
neoplasias, sendo relacionada a propriedades tronco tumorais. Apesar da existéncia de
evidéncias do papel de BMI-1 em processos tumorigénicos no SE e na manutengdo do estado
indiferenciado em outros tumores [12], ha poucos estudos sobre o papel de BMI-1 em CTTs
de SE. Este trabalho demonstrou que a inibigdo de BMI-1 regula a viabilidade de células de
SE, incluindo a subpopula¢do de CTTs definida pelo modelo de esferas e marcadores
moleculares.

Neste trabalho foi utilizado o farmaco PTC-209, um inibidor seletivo de BMI-1. Seu
mecanismo ainda ndo foi completamente elucidado, tendo como atuagdo presumida a
repressao transcricional e a degrada¢do mediada pelo sistema ubiquitina-proteassoma [13]. A
diminui¢do da viabilidade das células em monocamada como resposta ao tratamento com
PCT-209 foi possivelmente ocasionada pela indugdo de morte celular (figura 2B), o que ndo
era esperado no trabalho. Estudos anteriores utilizando knockdown de BMI-1 em outras
linhagens de SE identificaram altera¢des na morfologia celular, mas ndo na viabilidade [14].
A diferenca entre os resultados encontrados neste estudo e trabalhos anteriores pode ser
explicada pela escolha da metodologia para inibicdo de BMI-1 (inibigdao farmacologica versus
inibigdo por silenciamento génico) e pela diferenca nas células utilizadas.

Diferente dos resultados em monocamada, os resultados em esferas, um modelo de
enriquecimento de células tronco tumorais, parecem concordar com dados prévios da
literatura que demonstram que BMI-1 ¢ importante para o crescimento independente de
ancoragem. No modelo de esferas utilizado neste trabalho, apesar de nao observarmos
aumento de BMI-1, houve alteracdo de genes associados a CTTs como PROMI e SOX2. O
aumento dos niveis transcricionais de genes de stemness nas esferas relativos a monocamada
indicam o enriquecimento de CTTs no modelo utilizado. PROM1 (CD133) ¢ um importante
marcador de stemness, frequentemente usado para a deteccao de CTTs de diferentes tumores,
incluindo o SE. No SE, a subpopulagdo positiva para CD133 demonstrou comportamento
tronco tumoral in vitro e in vivo, ao ser capaz de formar esferas e de iniciar e manter
crescimento tumoral em modelo animal [15]. Também, in vitro, a populacdo CD133 positiva
nao responde da mesma forma a terapia antitumoral de primeira linha para SE [16]. SOX2
também ¢ marcador de stemness, demonstrado ser critico para a regulacdo das vias de

diferenciagdo e autorrenovagdo. A superexpressdo de SOX2 representa pior prognéstico de



28

pacientes com cancer, devido a diferentes fungdes incluindo promogao de propriedades tronco
[17]. No SE, alta expressao de SOX2 foi considerada fator de risco para baixa sobrevivéncia,
além de ser ligado a recorréncia tumoral [18].

O resultado da diminuicdo da viabilidade ¢ do no niimero de esferas formadas em
decorréncia da inibicdo farmacoldgica sugere que BMI-1 tem um papel relevante na
manuten¢do do estado tronco tumoral de SE, um possivel mecanismo para a diminui¢ao de
tumorigenicidade in vivo observada em estudo prévio em SE [14]. Os mecanismos
moleculares associados a redu¢do de BMI-1 nessa populagdo ainda ndo estdo elucidados, mas
nossos resultados apontam para uma associa¢do com os niveis de PROMI, visto que foi
encontrado uma reducdo de seu nivel nas esferas da linhagem RD-ES apés a inibicdo de
BMI-1. Interessantemente, o silenciamento de BMI-1 interrompe a capacidade de formacgao
de tumores de células CD133 positivas de glioma pediatrico, sendo possivel que na linhagem
RD-ES ocorra mecanismos de regulatorios similares [19]. Entretanto, os resultados
preliminares em SK-ES-1 sugerem que a relagdo BMI1-CD133 possa ser dependente da
linhagem celular, visto que foi observado um aumento de PROMI nesta linhagem, sendo
necessario a finalizacdo das repeti¢des biologicas a fim de confirmar esta tendéncia. Os niveis
aumentados de PROM1I em células de SK-ES-1 podem estar associados a uma selecdo de
células com maiores niveis de BMI-1, buscando a manutengdo de suas caracteristicas de
crescimento e resisténcia ao tratamento. Dessa forma, pode ser interessante o estudo do efeito
do tratamento com PTC-209 em maiores doses na linhagem SK-ES-1, a fim de estabelecer

uma melhor relagao dose/efeito/mecanismo.

Conclusao

Neste trabalho foram utilizados experimentos in vitro para investigar o envolvimento
da proteina BMI-1 na manuten¢do de células e CTTs de SE. A inibi¢do farmacoldgica de
BMI-1 reduziu o numero e a viabilidade de esferas de SE, que foi acompanhada por uma
redugdo nos niveis do marcador de stemness PROM1 nas esferas de RD-ES. Estes resultados
sugerem que BMI-1 tem papel na manutencao no estado tronco tumoral nas células de SE, se

mostrando possivel alvo terapéutico para SE a ser explorado.
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3 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O presente estudo buscou entender o papel de BMI-1 nas células de SE. Os resultados
obtidos sugerem que a inibi¢do farmacoldgica de BMI-1 causa uma reducao da viabilidade de
células de SE, incluindo a subpopulacdo de CTTs definida pelo modelo de esferas e aumento
da expressdao dos marcadores de stemness PROM1 e SOX2. Além disso, apesar dos niveis de
BMI-1 ndo serem alterados no modelo de CTTs utilizado, BMI-1 parece ser relevante para sua
manutengao, visto que a inibicdo por PTC-209 reduziu o nimero e a viabilidade de esferas de
SE, que foi acompanhada pela redu¢do nos niveis do marcador de stemness PROMI nas
esferas de RD-ES. Portanto, os resultados obtidos apoiam a hipdtese de que a inibi¢do
farmacoldgica de BMI-1 reduz a viabilidade de células tronco tumorais de SE in vitro. Juntos
os resultados indicam que BMI-1 tem envolvimento na manutencao das CTTs de SE, assim
representando um possivel alvo terapéutico para o tumor, exigindo mais investigacoes.

Entre as perspectivas futuras do trabalho esta a finalizagdo das replicatas bioldgicas da
andlise dos genes de stemness nas células de SK-ES-1, a fim de verificar se a tendéncia de
aumento de PROM1 se mantém. Visto que este resultado pode estar associado a uma selecao
de células com maiores niveis de CD133, também seria interessante fazer analise das
populacdes celulares com diferentes niveis de CD133 por ensaio de imunofluorescéncia e
citometria de fluxo. Também, realizar tratamento com PTC-209 em maiores doses em células
da linhagem SK-ES-1 a fim de estabelecer uma melhor relacdo dose/efeito/mecanismo. Em
relacdo aos resultados de diminuicdo de viabilidade e aumento de células mortas nas duas
linhagens, tem-se o interesse de confirmar o efeito sobre morte celular induzida pelo
tratamento com PTC-209 utilizando a marcagdo com Anexina V e iodeto de propideo.
Ademais, investigar o efeito da inibi¢ao farmacologica de BMI-1 no processo de migragao de
células de SE e avaliar vias associadas a transi¢ao epitélio-mesenquimal, dada a relacao de

BMI-1 com tais processos em SE ja documentados pela literatura.
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