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RESUMO

Neuroblastoma (NB) ¢ o tumor mais diagnosticado no primeiro ano de vida, com
aproximadamente 50% dos casos classificados como de alto risco. Essa doenga ¢ a causa de
aproximadamente 15% de todas as mortes relacionadas a tumores infantis. BMI-1 é um
componente chave do Complexo Repressivo Policombo 1(PRC1) e apresenta alta expressao
em NB. A expressio de BMI-1 estd relacionada a um fenoétipo tumoral maligno e
indiferenciado, e também associada com um enriquecimento da populagdo de células tronco
tumorais (CTTs). Tendo em vista a heterogeneidade presente em NB, principalmente nos
casos mais avangados da doenca, foi examinado o efeito da inibi¢cdo farmacolédgica de BMI-1
com o inibidor seletivo PTC-209. Neste trabalho, utilizamos duas linhagens celulares de
neuroblastoma que apresentaram diferentes niveis de expressao de BMI-1, demonstrado pela
técnica de imunofluorescéncia. As células foram submetidas a diferentes modelos in vitro,
como modelo de esferas utilizado para enriquecimento de CTTs, um modelo com tratamento
com 4acido retindico (ATRA) para modelo de diferenciagdo celular ¢ um modelo de
monocamada. Apesar de o modelo utilizado com o tratamento com ATRA ndo ser efetivo no
aumento de marcadores de diferenciagcdo, nosso modelo de esferas foi capaz de induzir o
aumento do marcador de CTTs PROMI quando comparado com células cultivadas em
monocamada. A inibi¢do farmacologica de BMI-1 foi capaz de reduzir significativamente a
viabilidade celular, avaliada pelo método de exclusdo de azul de tripan, tanto em
monocamada quanto em CTTs. Também foi visto que o tratamento prolongado com PTC-209
pode estar associado a regulagdo da diferenciagdo celular, uma vez que causou um aumento
dos niveis do marcador B3-tubulina. Estes resultados sugerem que a inibicdo farmacologica
do BMI-1 ¢ capaz de reduzir a viabilidade de células de NB, possivelmente por induzir um
fenotipo diferenciado, podendo ajudar na compreensdo da biologia do tumor e no tratamento
de pacientes mais graves.

Palavras-chave: Neuroblastoma; BMI1; Células Tronco Tumorais



ABSTRACT

Neuroblastoma (NB) is the most commonly diagnosed tumor in the first year of life. With
about 50% of cases being classified as high risk, this disease is the cause of approximately
15% of all childhood tumor-related deaths. BMI-1 is a key component of PRC1 and it is
highly expressed in NB. The BMI-1 expression level is related to malignant and
undifferentiated cancer phenotype and to an enrichment of the cancer stem cell (CSC)
population. Considering the heterogeneity present in NB, especially in more advanced cases
of the disease, the effect of pharmacological inhibition of BMI-1 with the inhibitor PTC-209
was examined. In this work, we used two neuroblastoma cell lines that showed different
levels of BMI-1 expression, demonstrated by the immunofluorescence assay. Different in vitro
models were used, with a sphere model used to enrich CSCs, a model with retinoic acid
treatment (ATRA) used for a cell differentiation model and a monolayer model. Although the
model used with ATRA treatment was not effective in increasing differentiation markers, our
sphere model was able to induce an increase in the CSC marker PROM1 when compared to
cells cultured in a monolayer. Pharmacological inhibition of BMI-1 was able to significantly
reduce cell viability, assessed by trypan blue exclusion assay, in monolayer and in CSCs. It
was also seen that long term PTC-209 exposure could be related to induction of
differentiation, due to immunofluorescence findings of decreased BMI-1 and apparent
increase in the differentiation marker beta III tubulin. These results suggest that
pharmacological inhibition of BMI-1 is able to reduce NB cell viability, possibly by inducing
a differentiated phenotype, which may help in understanding tumor biology and treatment of
more severe patients.

Keywords: Neuroblastoma; BMI1; Cancer Stem Cells
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1 INTRODUCAO COMPREENSIVA

1.1 NEUROBLASTOMA

Neuroblastoma (NB) ¢ o tumor maligno mais comumente diagnosticado em criangas
até o primeiro ano de vida, apresentando idade média de diagnostico de 17 meses (London et
al., 2005). Essa neoplasia corresponde a 8-10% dos casos de cancer em criangas, além de ser
a causa de 15% de mortes relacionadas a tumores infantis (Park; Eggert; Caron, 2008). A
doenga acomete principalmente criangas até¢ 5 anos de idade, sendo rara em adolescentes e
adultos jovens (Gurney et al., 1995).

Estudos apontam que a célula de origem do NB sao células da crista neural, ocorrendo
em qualquer componente do sistema nervoso simpatico, localizando-se principalmente no
abdomen e nas glandulas adrenais, mas também no pescocgo, peito e pelve (Maris et al., 2007).
Além da diversidade de localizagdes possiveis, NB apresenta uma grande heterogeneidade
clinica e bioldgica, compreendendo desde casos de regressdo completa até casos com doenga
disseminada (Qiu; Matthay, 2022). As altas taxas de regressao espontanea de NB, que podem
chegar a até 47% em pacientes até¢ 1° ano (Hero et al., 2008) e que se destacam entre os
tumores malignos (Everson; Cole, 1959), ocorrem tanto em pacientes com a forma mais
branda da doenga quanto em criancas com a doenga disseminada, sendo a causa para tal
fendmeno ainda ndo completamente esclarecida. Dentre as possiveis explicagdes sobre a
regressao estdo apoptose mediada por TrkA, encurtamento de teldmeros, destruicdo mediada
por resposta imune e modificagdes epigenéticas (Brodeur, 2019).

O espectro clinico do NB ¢ refletido por varias caracteristicas clinicas e bioldgicas que
impactam no prognostico e tratamento dos pacientes. Para avaliagdo desses riscos, uma
classificagdo recente, o sistema INRGSS (do inglés International Neuroblastoma Risk Group
Staging System), foi aprimorada de classificacdes anteriores. Essa classificagdo inclui fatores
de risco definidos nas imagens, bem como idade dos diagndsticos, estadiamento da doenca
(localizada versus metastatica), histologia tumoral (grau de diferenciacao), ploidia, alteragdes
cromossomicas e status de MYCN (ndo amplificado versus amplificado) (Sokol; Desai, 2019;
Irwin et al, 2021). Dentre os fatores de risco para NB, um dos mais utilizados ¢ a
amplificagio de MYCN. Tendo em vista que MYCN estd associado a auto-renovagdo e
proliferagdo das células da crista neural (Kholodenko et al., 2018), sua amplificagdo ¢ um
grande indicativo de crescimento tumoral. Além disso, estudos envolvendo silenciamento de
MYCN relataram um atraso no ciclo celular em fase GO/G1 (Zhan, et al., 2016), mostrando o

papel proliferativo de MYCN em NB.



Apesar dos estudos recentes auxiliarem no melhor entendimento de NB, as taxas de
sobrevida em 5 anos de pacientes apenas aumentaram para aqueles com a forma mais benigna
da doen¢a, enquanto individuos com NB de alto risco continuam recebendo maus
prognosticos (Maris, 2010). O tratamento para pacientes com baixo risco consiste em
monitoramento do crescimento tumoral e/ou cirurgia € os com risco intermediario realizam
quimioterapia e ressec¢do cirurgica; os pacientes de alto risco recebem intensa terapia
multimodal que inclui quimioterapia, cirurgia, quimioterapia ablativa seguida de transplante
de células tronco autdlogas e imunoterapia e tratamento com 4cido retindico (Matthay et al.,
2016). Mesmo havendo tratamento multimodal agressivo, NB de alto risco continua
apresentando taxas de sobrevida em 5 anos abaixo dos 50% (Whittle et al., 2017). Apesar dos
avancos no campo da terapia de NB, os pacientes com a forma mais maligna da doenca, que
correspondem a cerca de 50% dos afetados, ainda apresentam maus prognoésticos (DuBois;
Macy; Henders, 2022). No entanto, algumas terapias como transplante de medula dssea ¢
terapia diferenciativa com acido retindico (Matthay et al., 1999) ja estao sendo usadas como
uma alternativa para esses pacientes.

A terapia baseada em 4acido retindico tem demonstrado beneficios clinicos aos
pacientes com NB alto risco devido a sua capacidade de suprimir o crescimento tumoral e
promover diferenciacao celular (Villablanca ef al., 1995). Atualmente, o 4cido retindico 13-cis
(13-cis RA), também conhecido como isotretinoina, ¢ utilizado como parte do regime de
tratamento, durante a terapia de manutengdo, para pacientes com NB de alto risco. Entretanto,
a resposta a esse tratamento ¢ variada, com pacientes apresentando melhora significativa
enquanto outros apresentam nenhuma resposta a essa terapia diferenciativa (Reynolds et al.,

2003).

1.2 CELULAS TRONCO TUMORAIS

Células tronco tumorais (CTTs) sao uma subpopulacdo de células tumorais com
capacidades similares as encontradas em tronco normais, como auto-renovagao, diferenciacao
e tumorigénese quando transplantado em modelo in vivo (Yu et al., 2012). CTTs apresentam
plasticidade celular, permitindo uma conversdo entre diferentes estados fenotipicos, como
mais resistentes ou mais diferenciados, auxiliando na sobrevivéncia do tumor e dificultando o
tratamento (Majumdar; Liu, 2020). Por conta disso, certos tratamentos convencionais, como

quimioterapia e radioterapia, ndo conseguem eliminar o tumor por completo, possibilitando a
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recidiva tumoral, normalmente mais resistente e agressiva que tumor inicial (Huang et al.,
2020). Desta forma, ¢ de consideravel importancia que haja mais terapias que considerem
essas células como alvos com o intuito de prevenir recaidas e recidivas tumorais.

Estudos ja constataram que células de sitios metastaticos de NB possuem
caracteristicas tronco, como plasticidade e adaptacdo celular (Veschi; Verona; Thiele, 2019).
A presenga desses sitios com populagdes de CTTs pode determinar a heterogeneidade dos
neuroblastoma de alto risco, levando a um mau prognostico. Ademais, ja foi demonstrado que
a conversdo entre dois fenotipos em NB influenciam em um tumor mais heterogéneo e
maligno, tendo em vista que um fenodtipo mais resistente ¢ selecionado na presenga de um
tratamento quimioterapico (Chakrabarti et al., 2012). Diversas moléculas e alteracdes
genéticas estao envolvidas na formagao e manutencao de CTTs em NB (Bahmad et al., 2019).

Atualmente, existem alguns ensaios in vitro propostos para obtencdo de populagdes
enriquecidas de células tronco tumorais, sendo o modelo de esferas um dos mais conhecidos e
utilizados (Weiswald; Bellet; Dangles-Marie, 2015). Neste ensaio ¢ utilizado placas de baixa
aderéncia onde as cé€lulas sdo cultivadas na presenca de diferentes fatores que auxiliam e
induzem a formacdo de CTTs. Diversos estudos ja foram feitos em NB utilizando este modelo
(Coulon et al, 2011; Craig et al., 2016). Estudos ja demonstraram que CTTs de NB
normalmente apresentam alta expressdo de determinados marcadores presentes na membrana
como CD133 (auto-renovagao, multipoténcia e resisténcia), CD44 (interagdes célula-célula e

célula-matriz) e CD24 (diferenciagdo e neurogénese) (Farina et al., 2021).

1.3 BMI-1

BMI1I, também conhecido como PCGF4 (Polycomb group RING finger protein 4), ¢
um gene que codifica uma proteina ring finger, componente do PRC1 (Polycomb Repressive
Complex I). PRC1 age como repressor transcricional através da deposi¢do de uma ubiquitina
na lisina 119 da histona H2A, que causa modulacdo da cromatina (Cohen ef al., 2020). Dessa
forma, BMI-1 estd relacionado com diversos processos bioldgicos como desenvolvimento,
ciclo celular, resposta a danos no DNA, senescéncia, células tronco, auto-renovagao e cancer
(Bhattacharya et al., 2015). Estudos reportaram altos niveis de BMI-1 em tumores primdrios
de NB, além de apresentarem uma funcdo essencial de BMI-1 na tumorigénese de
neuroblastoma (Cui et al., 2007), uma vez que o silenciamento cessou a habilidade de NB de

formar tumores em camundongos imunodeprimidos. Outros estudos mostraram que BMI-1
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possui papel protetor contra morte celular induzida por danos no DNA em NB (Akita et al.,
2023), indicando um possivel alvo para tratamentos.

Por mais que a inibigdo farmacoldgica de BMI-1 ainda nao tenha sido analisada em
NB, os efeitos deste tratamento com compostos, como PTC-209 e QW24, j4 foram vistos em
outro tumores como cancer colorretal (agdo antitumoral pela reducdao da populacio de CTTs)
(Wang et al., 2019), cancer de cabega e pescogo (reducio do crescimento tumoral) (Wang et
al., 2017), cancer da vesicula biliar (parada do ciclo celular) (Mayr et al., 2016) e

glioblastoma (reducdo do crescimento) (Kong ef al., 2018).

1.4 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

NB apresenta amplo espectro clinico, de tumores que regridem espontaneamente até
doencas com taxas de sobrevida menores que 50%. A presenca de heterogeneidade celular ¢
uma caracteristica de NB de alto risco e que pode estar associada a CTT. Terapias
diferenciativas, como o uso de acido 13-cis-retinoico, ja sdo utilizadas em pacientes
diagnosticados com NB de alto risco (Bayeva et al, 2021). Modulacio da
diferenciagdo/indiferenciacdo de células de NB envolvem a modulagdo de BMI-1 (Cui ef al.,
2006), mas o papel da inibig¢do farmacoldgica dessa proteina nos diferentes contextos
fenotipicos de células de NB nao estdo elucidados.

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

induzir um fenotipo diferenciado em células de NB.

1.5. OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo geral

Determinar o efeito da inibigdo farmacoldgica de BMI-1 em diferentes contextos

celulares (fenotipos) de células de neuroblastoma.

1.5.2 Objetivos especificos



a)

b)

d)

12

Avaliar niveis transcricionais e protéicos de BMI-1 em linhagens de NB nos fenotipos
de células tronco tumorais, células tratadas com acido retindico e células em
monocamada;

Estabelecer relagao dose-efeito do inibidor de BMI-1 nos niveis de BMI-1 nos
diferentes fen6tipos de células de NB;

Caracterizar o efeito da inibicdo de BMI-1 em células de NB, incluindo células tronco
tumorais;

Avaliar possiveis vias associadas aos efeitos da inibicdo farmacologica de BMI-1 nos

diferentes fenotipos de NB.
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Abstract

Neuroblastoma (NB) ¢ um tumor que acomete principalmente criangas até 4 anos de idade,
sendo a neoplasia mais diagnosticada até o primeiro ano de vida. NB possui idade média de
diagnodstico de 17 meses, sendo que cerca de metade dos acometidos apresentam a doenga
com alto grau, das quais mais da metade resulta em 6bito. BMI-1 ¢ uma proteina chave do
complexo PRCI1 e estd envolvido em mecanismos de indiferenciagdo e auto-renovagdo em
NB. Tendo em vista a grande heterogeneidade presente em NB, ¢ de grande importancia que
os efeitos da inibicdo farmacoldgica dessa proteina sejam elucidados. Neste trabalho, os
diferentes fenotipos de neuroblastoma foram obtidos e caracterizados através da morfologia e
analise por RT-qPCR. Nossos achados indicam que o tratamento farmacologico de BMI-1
reduz significativamente a viabilidade em monocamada e CTT de NB. Essa diminui¢ao pode
estar associada a regulagdo da diferenciacdo celular, uma vez que o tratamento prolongado
com PTC-209 aumentou os niveis do marcador 3-tubulina. Juntos, os resultados suportam o

conhecimento atual do papel de BMI-1 na diferenciacao de NB.

Palavras-chave: Neuroblastoma; BMI1; Células Tronco Tumorais
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Introduciao

Neuroblastoma (NB) ¢ um cancer maligno de origem embriondria e acomete
principalmente criangas até 4 anos de idade, sendo rara em adolescentes e adultos jovens [1].
Por ser tratar de um céancer originario das células da crista neural, esse tumor pode ocorrer em
qualquer componente do sistema nervoso simpatico, havendo crescimento principalmente nas
glandulas adrenais e ganglios paravertebrais, podendo causar lesdes no pescogo, peito,
abdomen e pelve. NB ¢ a neoplasia mais comumente encontrada no primeiro ano de vida,
apresentando média de idade para os diagnosticos de 17 meses. Com a introdugdo de novas
formas terapéuticas, houve um aumento significativo nas taxas de sobrevida em 5 anos de
pacientes com a forma mais benigna da doenca, enquanto criancas com NB de alto risco
continuam a sofrer com maus prognosticos [2].

Doenca metastatica e baixo grau de diferenciagdo do tumor sdo fatores associados a
NB de alto risco. Essas caracteristicas podem estar associadas a presenga de uma
subpopulagdo especifica conhecida como células tronco tumorais (CTT). Estudos ja
mostraram que NB com piores progndsticos apresentam uma populacdo de CTTs, sendo essas
responsaveis por um perfil mais maligno. CTTs, em geral, expressam genes de stemness,
(marcadores associados a manutenc¢do do estado tronco), que ndo sdo normalmente expressos
em células do restante do tumor, sendo esses responsaveis por esse fendtipo tronco [3].

Terapias que induzem diferenciagdo celular, como o uso de &cido retindico no
tratamento de manuten¢do de NB, sdo alternativas para atingir as CTTs e evitar metastases e
recidivas. BMI-1, é um regulador transcricional com importante funcdo na repressdo de
proteinas envolvidas na morte celular e progressdao do ciclo celular, além de ser essencial no
desenvolvimento embriondrio [3-5]. Tendo em vista a origem de NB, estudos ja
demonstraram a presenga de altos niveis de BMI-1 nesses tumores [5]. BMI-1 também
apresenta uma importdncia na formagcdo de CTTs em neuroblastoma, prevenindo

diferenciagdo e, consequentemente, dificultando o tratamento [6].

Materiais e métodos

Células e condic¢ao de cultura
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Foram utilizadas trés linhagens de neuroblastoma obtidas originalmente do American
Tissue Type Collection (ATCC). Linhagens: SH-SY5Y (ATCC CRL-2266; ndio MYCN
amplificado), SK-N-BE(2) (ATCC CRL-2271; MYCN amplificado). As células de NB foram
cultivadas com Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F12 (DMEM/F12)
(Gibco) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 1% penicilina (100U/mL) e
estreptomicina (100ug/mL) e 0,1% anfotericina B (0,25ug/mL). Todas as células foram

mantidas a 37°C em ambiente umidificado e na presenca de 5% de CO2.

Tratamentos

Para este projeto foi utilizado o inibidor seletivo para BMI-1 PTC-209
(Sigma-Aldrich). Para o ensaio de diferenciacao celular, foi utilizado A/l Trans Retinoic Acid
(ATRA) (Sigma-Aldrich) como agente indutor de diferenciagdo. PTC-209 e ATRA foram
diluidos em DMSO em uma concentracao final de 10 mM e 17,5 mM, respectivamente. Para
os experimentos deste trabalho foi utilizado os tempos de tratamento de 48 horas, para
visualizar redugdes significativas de PTC-209, ou 7 dias, para comparagao entre os efeitos de

PTC-209 e ATRA.

Viabilidade celular

As células de NB foram plaqueadas e tratadas com PTC-209 em diferentes
concentragoes (0,1 uM - 2,0 uM). Apods 48 horas ou 7 dias de tratamento, as células foram
quantificadas em hemocitometro com azul de Tripan e a viabilidade celular foi verificada nas

diferentes doses.

Ensaio de formacao de esferas

As células foram plaqueadas em placas de baixa adesdo (ultra-low attachment;
Corning®) e cultivadas com meio de indugdo de esferas DMEM/F12 suplementado com 20
ng/mL fator de crescimento epidérmico (EGF) (Sigma-Aldrich), 20 ng/mL fator de
crescimento de fibroblasto bésico (bFGF) (Sigma-Aldrich), 2% suplemento B-27 (Gibco,
Life Technologies), 0,5% suplemento N-2 (Gibco, Life Technologies) e antibioticos. No
quarto dia de indugdo foi adicionado meio de inducdo e nas condigdes para analise do efeito
de PTC-209, junto com o meio indutor foi adicionado PTC-209 em uma concentragdo final de
1 uM para SH-SYSY, e 0,5 uM para SK-N-BE(2) Apos 48 horas de inibi¢ado de BMI-1,

foram obtidas imagens utilizando microscopio Leica em amplificacdo de 5X para avaliar o
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nimero de esferas formadas nas diferentes condi¢des, também foi realizada a digestdo
enzimatica das esferas com Tripsina-EDTA (Thermo Fisher) e as células foram quantificadas
em hemocitdmetro com azul de Tripan para verificar o nimero de células viaveis nas
diferentes condi¢des. Além disso, foi coletado pellet das esferas de NB para andlise do nivel

transcricional de genes alvo.

Ensaio de inducao de diferenciagao celular

Nesse ensaio as células de NB foram expostas a trés condi¢des: controle, inibicao de
BMI-1 (PTC-209 nas concentragdes 1 uM para SH-SYSY, e 0,5 uM para SK-N-BE(2)) e
controle positivo para diferenciagdo celular (ATRA na concentragdo 500 nM) por um periodo
de 7 dias. As células foram plaqueadas e, apos 24 horas, tratadas com doses citadas acima. No
4° dia de exposi¢do, o meio de tratamento foi reposto nas diferentes condigdes avaliadas.
Apds 7 dias de tratamento, foram obtidas imagens utilizando microscopio Leica em

amplificacdo de 10X e coletado pellet para analise do nivel transcricional de genes alvo.

RT-gPCR

Para verificar os niveis de RNA mensageiro (mMRNA) dos genes de BMI1, Prominina 1
(PROM1; marcador de indiferenciac¢do), Enolase 2 (ENO2; marcador de diferenciacdo) em
células de NB em diferentes condigdes experimentais, foi realizado a técnica de RT-qPCR
(reacdo de transcriptase reversa seguida de reagdo em cadeia da polimerase). Para isso, foram
obtidos pellets de células controle e tratadas por 7 dias com PTC-209 (1 uM para SH-SY5Y;
0,5 uM para SK-N-BE(2)) ou ATRA (500 nM) e esferas de NB. A extracdo de RNA foi
realizada com kit de extracdo ReliaPrep™ RNA Miniprep System (Promega Corporation) e
quantificadas por espectrofotometria NanoDrop em 260 nm de comprimento de onda. Para
sintese do DNA complementar (cDNA), foi utilizado o kit de conversdo GoScript Reverse
System (Promega Corporation) e o nivel transcricional dos genes BMII, PROMI e ENO2
foram quantificados usando PowerUp SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems,
Thermo Fisher Scientific) no equipamento QuantStudio 5 (Applied Biosystems, Thermo
Fisher Scientific). O nivel transcricional de f-actina (ACTB) foi utilizado como controle
interno da técnica. Esse método foi realizado em triplicata bioldgica e o nivel transcricional
foi avaliado pela técnica de delta delta CT. As sequéncias de primers utilizadas estdao

disponiveis na tabela 1.
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Tabela 1: Sequencia de Primers.

Gene Primer Foward (5°-3") Primer Reserve (5°-3”)

BMI1 TGCTTTGTGGAGGGTACTTC GTCTGGTCTTGTGAACTTGGA

PROM1 AGTCGGAAACTGGCAGATAGC GGTAGTGTTGTACTGGGCCAAT

ENO2 AGCCTCTACGGGCATCTATGA TTCTCAGTCCCATCCAACTCC

ACTB AAACTGGAACGGTGAAGGTG AGAGAAGTGGGGTGGCTTTT
Western Blotting

Para avaliar os niveis proteicos de BMI-1 foi realizada a técnica de Western Blotting.
Foram obtidos pellets de células nao tratadas e tratadas com suas respectivas doses de
PTC-209 (SK-N-BE(2): 0,5 ¢ 1,0uM; SH-SYS5Y: 1,0 e 2,0uM) As proteinas foram extraidas
por meio do reagente Cell Lyses Buffer (Cell Signaling Technology), com a adi¢do de PMSF
e inibidores de protease (Sigma-Aldrich). A quantificagdo das proteinas foi feita pelo método
de Bradford (Bio-Rad Technologies) e foi estipulado um input de 20 ug de proteinas por
amostra, que foram resolvidas por SDS-PAGE 12% a 90V por 30 minutos e 120V por 90
minutos em cuba vertical eletroforética (BioRad), em tampao Tris-glicina-SDS. Apos a
separagdo por eletroforese, as proteinas foram transferidas para membranas de fluoreto
polivinilideno (PVDF) em sistema umido com tampao Tris-Glicina-Metanol a 90 V por 180
minutos. Como agente de bloqueio foi utilizado MTTBS (5% leite em solu¢do de TBS
contendo 0,01% Triton X) durante 1h em temperatura ambiente. As membranas foram
incubadas com os anticorpos primarios: anti- BMI-1 (1:1000; D20B7, Cell Signaling
Technology) e anti- B-actina (1:1000; sc-47778, Santa Cruz Biotechnology) overnight (~16h).
O anticorpo secundario utilizado foi anti-mouse IgG (1:10000; A4416, Sigma-Aldrich) ou
anti-rabbit IgG (1:2000; 7074, Cell signaling Technologies) conjugado a peroxidase durante
lh. As membranas foram reveladas com o reagente de deteccdo ECL (Millipore), e a
quimioluminescéncia foi detectada usando o sistema de imagem iBright™ (Thermo Fisher

Scientific).

Imunofluorescéncia
Para verificar a distribuicao e os niveis de BMI-1 e BIlI-tubulina nas células de NB, foi
realizada a técnica de imunofluorescéncia. Foram utilizadas laminulas de vidro de 13 mm

(Olen, Kasvi) tratadas com solugdo de Poli-L-Lisina 0,01 % (Sigma-Aldrich). As células
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foram plaqueadas e tratadas com PTC-209 e/ ou ATRA por um periodo de 48 horas ou 7 dias.
Apds o tempo de exposicao estipulado, as laminulas foram fixadas utilizando metanol 100% e
mantidas em PBS. O bloqueio das laminulas foi feito utilizando 1% BSA em solucdo de PBS
contendo 0,3% Triton X durante 30 minutos. As laminulas foram incubadas com anticorpos
primarios: anti- BMI1 (1:600 D20B7, Cell Signaling Technology) e anti-TUBB3 (1:1000;
ab18207, Abcam) overnight (~16h) a 4° C. Foram utilizados anticorpos secundarios
fluorescentes Alexa Fluor 488-conjugated goat anti-rabbit (1:1000; ab150077 Abcam) ou e
Alexa Fluor 594-conjugated anti-rabbit (1:2000; A11012 Invitrogen) por 1 hora em
temperatura ambiente. As laminulas foram montadas com Flourished com DAPI (Sigma
Aldrich) para marcacdo do nucleo e a fluorescéncia foi detectada usando o microscépio de

fluorescéncia Leica na amplificagdao de 10 ou 20X.

Analise Estatistica

Os dados foram apresentados como médias + desvio padrdo (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.

Resultados

Expressio de BMI-1 em linhagens celulares de Neuroblastoma

Para este projeto foram utilizadas as linhagens de NB: SK-N-Be(2) e SH-SYS5Y
(Figura 1A). Para avaliar a expressao de BMI-1 nas linhagens de NB, foi realizada a técnica
de imunofluorescéncia. O resultado obtido sugere que a linhagem SH-SY5Y tém niveis mais

elevados de BMI-1 em comparag¢ao com SK-N-BE(2) (Figura 1B).
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Figura 1: Expressdo de BMI-1 em linhagens de neuroblastoma. (A) Imagem representativa das linhagens de NB.
(B) Imagem representativa da técnica de imunofluorescéncia para BMI-1 nas linhagens SK-N-Be(2) e SH-SYS5Y.
DAPI foi utilizado como marcador nuclear e imagens foram capturadas em microscopio invertido com aumento
de 10 ou 20 X.

SK-N-BE(2)
SK-N-BE(2)

SH-SY5Y
SH-SY5Y

Avaliacio da expressao de BMI1 nos fenotipos de Neuroblastoma

Para melhor compreender o papel de BMI-1 nos diferentes fenotipos celulares de NB
foram estabelecidas trés condicOes de analise: células em monocamada, modelo de células
enriquecidas com CTT (esferas) e células diferenciadas com ATRA (Figura 2A-B). Com o
intuito de caracterizar os modelos utilizados foi avaliado os niveis transcricionais do marcador
de stemness PROM1I (gene que codifica a proteina CD133) e de diferenciagcdo neuronal ENO2
por RT-qPCR. Os resultados obtidos indicam que os niveis de PROM]I estdo elevados nas
esferas de SK-N-Be(2) e SH-SYS5Y, respectivamente (1.39-fold; 0.41-fold, p < 0.01) (Figura
2C). No modelo de diferenciacdo com ATRA, foi encontrado uma redugdo nos niveis de
ENO?2 na linhagem SK-N-Be(2) (0.34-fold, p < 0.001) enquanto na linhagem SH-SYS5Y foi
visto um aumento significativo (0.92-fold, p < 0.0001) (Figura 2C). Para melhor entender o
papel de BMI-1 nos fenotipos de NB, foi avaliado os niveis transcricionais de BMII por
RT-gPCR. Os resultados indicam que os niveis de BMII ndo sofre alteracdo nas esferas de
NB, enquanto em modelo de células tratadas com ATRA foi encontrada uma redugdo de BMI1

(0.38-fold, p < 0.001, SK-N-BE(2); 0.48-fold, p < 0.0001, SH-SY5Y) (Figura 2C).
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Figura 2: Avaliacdo da expressdo de BMII nos fenotipos celulares de NB. (A) Esquema representativo dos
ensaios para obtengdo dos diferentes fenodtipos celulares: células em monocamada, esferas (CTT) e células
diferenciadas (ATRA). (B) Imagens representativas dos fenotipos nas linhagens de NB. (C) Nivel relativo de
mRNA de PROMI (N=1 na linhagem SK-N-Be(2)), ENO2 e BMII nos fenotipos de NB por RT-qPCR. Os dados
foram analisados por Teste T e estdo apresentados como médias £ DP. * p < 0.05; *** p < 0.001; **** p <
0.0001. Os experimentos foram realizados em triplicata biologica.
Inibicao farmacologica de BMI1 reduz viabilidade celular em neuroblastoma

Para avaliar o efeito da inibi¢do de BMI-1 nas linhagens de NB foi realizada a inibigao
farmacoldgica de BMI-1 com PTC-209 (Figura 3A). Os resultados encontrados indicam que o
tratamento com PTC-209 apresenta um desfecho dose-dependente para ambas as linhagens.
As doses de PTC-209 apresentaram uma redugao significativa na viabilidade das linhagens de
NB (Figura 3A). Foi realizado os ensaios de Western blot e imunofluorescéncia para detec¢ao
dos niveis proteicos de BMI-1 apés tratamento com PTC-209. Os resultados destes ensaios

indicam aparentes redugdes nos niveis de BMI-1 apos tratamento nas linhagens de NBs

(Figura 3B-C).
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Figura 3: Inibicdo farmacolégica de BMI-1 reduz viabilidade celular em NB. (A) Células de NB foram tratadas
com PTC-209 (0,1 - 2,0 uM) por 48 horas e a viabilidade celular foi verificada pelo ensaio de exclusdo de azul
de tripan. (B) Avaliacdo do nivel de BMI-1 por Western blot em células controle tratadas com PTC-209 (N=1).
(C) Imagens representativas de do ensaio de imunofluorescéncia para BMI-1 em células controle e tratadas com
PTC-209. Para ensaios de Western blot ¢ imunofluorescéncia células de NB foram tratadas por 48 horas nas
seguintes doses: 0,5uM e 1,0uM para SK-N-Be(2); 1,0uM e 2,0uM para SH-SY5Y. DAPI foi utilizado como
marcador nuclear. Os dados apresentados sdo médias + DP, sendo cada grupo comparado com o grupo controle,
ANOVA seguido de teste de Bonferroni. * P<0.05; ** P<0.01; **** P<(0.0001. Os experimentos foram
realizados em triplicata biologica.
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Inibicdo farmacologica de BMI-1 reduz a viabilidade de esferas em Neuroblastoma

Para avaliar o papel da inibigdo de BMI-1 em células com fendtipo de CTTs, foi
realizado um ensaio de formacao de esferas, o qual apos 5 dias de enriquecimento de CTT foi
adicionado PTC-209 por 48 horas (Figura 4A). Os resultados encontrados sugerem que a

inibi¢do de BMI-1 ¢ capaz de reduzir o numero de esferas formadas em SK-N-Be(2) e
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SH-SYSY, respectivamente (42,2%, p < 0.05; 61,8% p < 0.01) (Figura 4A-B) e a viabilidade
das esferas de SH-SYSY (45,6%, p <0.01) (Figura 4C).
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Figura 4: Efeito de PTC-209 em esferas de NB. (A) Imagens representativas esferas controle e tratadas com
PTC-209 (0,5uM para SK-N-Be(2); 1,0uM para SH-SY5Y) por 48 horas. (B) Efeito de PTC-209 no numero de
esferas formadas em relagdo ao controle. (C) Analise do nimero de células vivas foi verificada por exclusdo de
azul de tripan em esferas controle ¢ tratadas com PTC-209. Imagens de microscopia foram capturadas em
microscopio invertido em aumento de 5X. . Os dados foram analisados por Teste T e estdo apresentados como
médias £ DP. * p <0.05; ** p<0.01. Os experimentos foram realizados em triplicata biologica.

Inibicdo farmacologica de BMI-1 induz expressio do marcador de diferenciacio
p3-tubulina

Os resultados anteriores indicam que células expostas a ATRA t€m redugao nos niveis
de BMII, dessa forma, buscamos avaliar se longas exposi¢des a PTC-209 poderiam induzir
um estado de maior diferenciacdo das células de NB. Para isso, células de NB foram tratadas
com PTC-209 ou ATRA por 7 dias e foi avaliado a viabilidade celular por exclusdo de azul de
tripan e os niveis de BMI-1 e f3-tubulina (TUBB3) por ensaio de imunofluorescéncia (Figura
5A). Os resultados obtidos indicam que apo6s 7 dias de tratamento com PTC-209 ou ATRA,
células de NB adquiriram mudangas morfoldgicas similares a prolongamento (Figura 5B).
Além disso, foi observado que a inibicdo de BMI-1 causou uma reducdo na viabilidade de
SK-N-Be(2) e SH-SYS5Y, respectivamente (76,3%, p < 0.01; 65,1% p < 0.05) (Figura 5C).
Ensaio de imunofluorescéncia sugere que PTC-209 ¢ ATRA reduzem os niveis de BMI-1

(Figura 5D) e aumentam os niveis de 3-tubulina em células de NB (Figura 5E).
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Figura 5: Inibi¢do farmacolégica de BMI-1 induz diferenciagdo em células de NB. (A) Esquema representativo
do modelo de tratamento a longo prazo de PTC-209 e ATRA. (B) Imagens representativas das células de NB
expostas a PTC-209 ou ATRA. (C) Viabilidade celular foi verificada pelo ensaio de exclusdo de azul de tripan.
(D) Avalia¢ao do nivel de BMI-1 em células controle tratadas com PTC-209 ou ATRA. Células de NB foram
tratadas com PTC-209 (0,5uM em SK-N-Be(2); 1,0uM em SH-SY5Y) ou ATRA (500 nM) por 7 dias. (E)
B3-tubulina (TUBB3). DAPI foi utilizado como marcador nuclear. Os dados apresentados sdo médias = DP,
sendo cada grupo comparado com o grupo controle, ANOVA seguido de teste de Bonferroni. * P<0.05; **
P<0.01. Os experimentos foram realizados em triplicata bioldgica.
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Discussao

Ao longo dos anos, muitos estudos vém sendo publicados quanto ao papel de BMI-1
na tumorigénese, auto-renovagdo e proliferagdo de células em NB [5, 7, 8]. Neste estudo
mostramos que a inibi¢do farmacoldgica de BMI-1 foi capaz de reduzir a viabilidade celular
nos diferentes fenotipos de neuroblastoma provavelmente pela indugdo de diferenciagdo.

Neste trabalho utilizamos duas linhagens de neuroblastoma que apresentam diferentes
niveis de BMI-1 e analisamos o efeito da inibi¢do desta proteina em diferentes contextos
celulares. Para analisar células com fendtipos mais indiferenciados realizamos o modelo de
esferas, com enriquecimento de CTTs. Através dos ensaios de qPCR, foram vistos aumentos
dos niveis de PROM1 (CD133) em ambas as linhagens ap6s inducao da formacao de esferas,
indicando um enriquecimento da populacdo de CTTs (Figura 2C), podendo ser visualizado os
efeitos na morfologia das células induzidas (Figura 2B). PROMI, também conhecido como
CD133, ¢ um marcador bem estabelecido de CTTs, podendo indicar um tumor mais agressivo.
Em NB, ja foi visto uma relagdo entre a alta expressio de CDI133 e maior capacidade
tumorigénica, progressdo do tumor e a manuten¢do de um estado indiferenciado. Ademais,
estudos apontam que pacientes que apresentam maiores expressoes desse marcador tendem a
apresentar doencas em estdgios mais avangados [3]. Para a andlise de um fendtipo mais
diferenciado empregamos o tratamento com ATRA. Neste modelo foi constatado aumento
significativo nos niveis de ENO2 apenas na linhagem SH-SYS5Y, enquanto a linhagem
SK-N-BE(2) mostrou redugdes significativas do marcador. Foi suposto que a dose e tempo
escolhidos para o tratamento com ATRA nao foram capazes de induzir diferenciagdo. Estudos
com ATRA em linhagens de NB j4 mostraram seus efeitos na diferenciagdo celular, inclusive
nas mesmas linhagens trabalhadas no presente estudo, indicando aumento tanto na quantidade
como no comprimento de neuritos formados e redu¢do da proliferagcdo celular [9]. Mendieta et
al apresentou o ICs, de ATRA, em 72h de tratamento, para as duas linhagens trabalhadas,
indicando maior sensibilidade na linhagem SH-SYS5Y ao tratamento diferenciativo,
correspondendo com nossos achados. Por mais que os demais estudos que utilizem ATRA em
NB tendam a utilizar o mesmo tempo de tratamento (7 dias), os mesmos utilizam doses muito
maiores (1-10 uM) em comparagdo com nosso estudo [10-12], o que pode explicar a
diferenca dos resultados encontrados.

ENO2 ¢ um marcador utilizado para diversos tumores, indicando um maior grau de

diferenciagdo e maturacdo celular. Apesar de neste trabalho o marcador ENO2 ter sido
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escolhido como um indicativo de diferenciacdo, estudos mostram que niveis elevados de
ENO2 estao presentes em todos os estagios de NB, especialmente em pacientes metastaticos
[13], mostrando sua possivel utilizacdo na confirmacao de diagndsticos, monitoramento do
tratamento e recidiva do cancer [14]. Assim, a dose e tempo escolhido para o tratamento de
ATRA foram inefetivas para induzir diferenciagdo e podem ter contribuido para a selecao de
células mais resistentes. Quanto aos niveis de BMI-1, houveram redugdes em ambas as
linhagens quando tratadas com ATRA, ressaltando o papel de BMI-1 na atribui¢do de
caracteristicas tronco ¢ na inibicao da diferenciagao.

A inibicdo farmacoldgica de BMI-1 diminui a viabilidade celular de NB, incluindo
culturas enriquecidas de CTT. Como esperado, a inibicdo do crescimento celular foi
dependente do nivel basal de BMI-1 das linhagens utilizadas, com a célula com maior
conteido de BMI-1 necessitando de maiores doses do inibidor PTC-209 para atingir o efeito
na viabilidade celular. Utilizando silenciamento de BMI1, Akita et a/ demonstrou o papel
protetor de BMI-1 em NB contra apoptose induzida por danos ao DNA pela indugdo de
indiferenciacdo e inativagdo de P53 e P73, além de demonstrar que o knockdown de BMI1
resulta em mais mortes por apoptose que o tratamento diferenciativo com ATRA [15],
podendo indicar um desfecho similar para a inibicdo farmacoldgica de BMI-1. Cui et a/
observou que o silenciamento de BMII resulta em aumento da diferenciagdo, além de uma
perda da capacidade tumorigénica e clonogénica auto-renovadora [5, 6], indicando sua fungao
na formacao de CTTs e tumores com caracteristicas mais tronco.

Outra abordagem utilizada neste estudo foi o tratamento por 7 dias com o inibidor de
BMI-1, uma tentativa de mimetizar os tratamentos in vitro com ATRA sugeridos para indugao
de diferenciacdo de NB. Apesar de nosso modelo com ATRA ndo apresentar aumento no
marcador de diferenciacdo escolhido (ENO?2), o tratamento por 7 dias utilizando o inibidor de
BMI-1, PTC-209, intensificou o efeito antiproliferativo visualizado em 48h e induziu um
aparente aumento do marcador de diferenciagdo f3-tubulina (TUBB3). Assim como utilizado
neste estudo, mudanga na morfologia e aumento da presenca de f3-tubulina em ensaios de
imunofluorescéncia em células de NB foram utilizados por Chaudhari et al para identificar a

diferenciagdo induzida por tratamento com ATRA e um agonista de PPARy [16].

Conclusao
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O presente estudo caracterizou os diferentes fendtipos encontrados em NB, assim como
apresentou evidéncias que sugerem um efeito diferenciativo para a inibi¢do de BMI-1.
Tratamento farmacolégico de BMI-1 demonstrou redugdo significativa da viabilidade em
monocamada e CTT. Essa diminui¢do pode estar associada a regulacdo da diferenciagdo
celular, uma vez que o tratamento prolongado com PTC-209 aumentou os niveis do marcador
B3-tubulina. Mais estudos sdo necessarios para confirmar o uso de inibicdo de BMI-1 como
alternativa terapéutica para NB, entretanto o presente estudo mostrou uma suposta
diferenciagdo induzida pela inibicdo de BMI-1, indicando sua possivel utilizagdo como
tratamento diferenciativo para facilitar a cura de pacientes, principalmente aqueles com a

doenga de alto risco.
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3 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Este estudo caracterizou a expressao de BMI-1 em trés modelos in vitro de NB e o
efeito da inibicdo farmacologica desta proteina nas células de NB, incluindo CTTs. O inibidor
PTC-209 conseguiu reduzir a viabilidade celular nos fendtipos de monocamada e em CTTs,
possivelmente pela diferenciacdo causada pela inibicdo de BMII. Isso ¢ suportado pelos
efeitos semelhantes vistos nos tratamentos com PTC-209 e os efeitos ja observados em
estudos anteriores com ATRA, onde houve na indu¢ao de diferenciacao e redugao dos niveis
de BMI-1, sugerindo um mecanismo similar para os dois compostos.

Como perspectivas para o trabalho atual, pretendemos finalizar as replicatas biologicas
para os experimentos de Western Blotting ¢ RT-qPCR para BMI-1 e marcador de
indiferenciagdo. Além disso, seria interessante realizar a técnica de Western Blotting para
diferentes alvos proteicos, como MYCN e CD133, para associar possiveis mecanismos de
manuten¢do de um estado indiferenciado por BMI-1. Adicionalmente, a execucdo de
imunofluorescéncia de dupla marcacdo para ambos BMI-1 e B3-tubulina auxiliaria na
compreensdo dos efeitos da inibicdo de BMI-1 ou tratamento com ATRA, podendo associar

em cada célula nivel de BMI-1 e grau de diferenciagao.
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