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RESUMO

Rosa MN. Caracterizacdo in vitro do potencial antineopldsico de extratos naturais de
plantas e terapias-alvo em linhagens tumorais de colo uterino comerciais e primdrias.

Tese (Doutorado). Barretos: Hospital de Cancer de Barretos; 2020.

Introdugdo: O cancer de colo uterino é um importante problema de saude publica no
Brasil. Embora a cirurgia e a radioquimioterapia sejam eficazes nos casos em estagio
inicial, o tratamento do cancer do colo uterino avancado continua sendo insatisfatorio.
Na busca por novos tratamentos, vdrias etapas sdo necessarias, incluindo ensaios pré-
clinicos, onde a busca de modelos mais fidedignos é uma constante. A utilizacdo de
linhagens tumorais é amplamente disseminada, no entanto, a representacdo de
linhagens tumorais de colo uterino disponiveis é bastante escassa. Uma das fontes
mais importantes de novos e eficazes farmacos é a flora, cuja maior biodiversidade
estd no Brasil. Além disso, a combinacdo de terapias-alvo, pode contribuir para um
importante avango no tratamento do cancer do colo uterino. Objetivos: Neste
trabalho pretendeu-se: i) estabelecer e caracterizar linhagens tumorais de colo
uterino, ii) avaliar o potencial antineopldsico de extratos naturais com origem no
cerrado brasileiro, em linhagens tumorais de colo uterino; e iii) investigar a atividade
antineopldsica de uma nova abordagem denominada combi-moléculas (um Unica
molécula com propriedades anti-EGFR e agente alquilante de DNA) em linhagens
tumorais de colo uterino. Metodologia e Resultados: Dentre 35 amostras processadas,
a Unica cuja cultura cresceu continuadamente foi a HCB-514, que teve sua natureza
epitelial e tumoral confirmada através das marcagdes de citoqueratinas, EpCAM e p16.
Ela também foi positiva para o HPV-16 e sua oncoproteina viral E6. O sequenciamento
completo do exoma (WES) mostrou mutacdes em varios genes, incluindo BRCA2 e
TGFBR1. A analise de variacdo do numero de cdpias (CNV) por nanostring e WES
revelaram amplificacdo de genes relacionados principalmente as proteinas cinases
envolvidas na proliferacdao, migracao e diferenciacdo celular, como EGFR, PIK3CA e
MAPK7. Além disso, foi capaz de formar tumores quando inoculadas em camundongos

NOD scid gamma (NSG). Com relacdo a triagem com os extratos naturais derivados do



Cerrado Brasileiro, a espécie Annonna crassiflora foi a que apresentou menores
valores de ICsono ensaio de MTS em um total de 13 extratos analisados. O tratamento
com uma de suas fragdes, 7C24, foi capaz de modular a expressdao de proteinas
envolvidas com dano ao DNA (p-H2AX), morte (PARP clivada) e ciclo celular (p21),
promovendo também parada no ciclo na fase GO/G1 da linhagem SiHa, através de
Western blot e citometria. Por ultimo, o estudo das combi-moléculas, ZR2002, JS-84 e
JS-61 mostrou que elas foram capazes de reduzir a viabilidade das linhagens avaliadas
por MTS, sendo ZR2002 e JS-84 mais eficazes do que JS-61. Além disso, ZR2002 e JS-84
inibiram a migracdo de CaSki, HCB-514 e SiHa 24h apds tratamento, bem como a
formacao de colonias em CaSki e SiHa apds 14 dias de tratamento e o crescimento de
esferoides de SiHa, 10 dias apds tratamento. Através do ensaio de Western blot, foi
confirmada a atividade inibidora de EGFR e de inducdo de dano ao DNA destas
moléculas, com reducdo da fosforilacdo de EGFR e inducdo da expressao de p-H2AX,
respectivamente. Além disso, principalmente para as linhagens mais sensiveis, ZR2002
e JS-84 promoveram alteragdes que, em conjunto, indicam morte celular pela via
intinseca da apoptose, além de parada no ciclo celular na fase GO/G1 ou G2/M.
Conclusdao: A nova linhagem tumoral estabelecida podera ser usada tanto como
modelo em estudos pré-clinicos, como para a melhor compreensdo sobre as
caracteristicas dos tumores de colo uterino. A fracdo 7C24 apresentou bioatividade,
gue pode ser atribuida a uma das moléculas presentes, o kampferol-3-O-rhamnoside.
Por fim, foi demonstrado o potencial terapéutico de combinar, em uma Unica
molécula, a inibicdo de um alvo especifico (EGFR) com um agente alquilante em um
tipo tumoral cujas terpias-alvo ainda sdo tdo pouco exploradas ou pouco eficazes

quando em monoterapia

PALAVRAS-CHAVE: Cancer de colo uterino; cultura primaria; Compostos bioativos de

plantas; terapia alvo molecular; testes de toxicidade; ensaio pré-clinico.



ABSTRACT

Rosa MN. In vitro characterization of the antitumoral potential of plant natural
extracts and target therapies in commercial and primary cervical cancer cell lines.

Thesis (PhD). Barretos: Barretos Cancer Hospital; 2020.

Introduction: Cervical cancer is an important public health problem in Brazil. Although
surgery and radiotherapy are effective in early stage cases, the treatment of advanced
cervical cancer remains unsatisfactory. In the search for new treatments several steps
are necessary, including pre-clinical trials, where the search for more reliable models is
a constant. The use of cancer cell lines is widespread, however, the representation of
available cervical cancer cells is quite scarce. One of the most important sources of
new and effective drugs is found in flora, whose the greatest biodiversity is in Brazil. In
addition, the combination of target therapies can contribute to an important advance
in the treatment of cervical cancer. Objectives: The aim of this work was: i) to establish
and characterize cervical tumor cell lines, ii) to evaluate the antineoplastic potential of
plant natural extracts from the Brazilian cerrado, in cervical cancer cell lines; and iii) to
investigate the antineoplastic activity of a new approach called combi-molecules (a
single molecule with anti-EGFR properties and DNA alkylating agent) in cervical cencer
cell lines. Methodology and Results: Among 35 samples processed, the only one
whose culture grew continuously was HCB-514, which had its epithelial and tumor
nature confirmed by the cytokeratine, EpCAM and p16 markers. It was also positive for
HPV-16 and its viral oncoprotein E6. Whole exome sequencing (WES) showed
mutations in several genes, including BRCA2 and TGFBR1. The analysis of copy number
variation (CNV) by nanostring and WES revealed amplification of genes related mainly
to protein kinases involved in cell proliferation, migration and differentiation, such as
EGFR, PIK3CA and MAPK?7. In addition, it was able to form tumors when inoculated in
NOD scid gamma (NSG) mice. Regarding the screening with the natural extracts
derived from the Brazilian Cerrado, the species Annonna crassiflora was the one with
the lowest IC50 values in the MTS assay, in a total of 13 extracts analyzed. The
treatment with one of its fractions, 7C24, was able to modulate the expression of

proteins involved with DNA damage (p-H2AX), cell death (PARP cleaved) and cell cycle



(p21), also promoting cell cycle arrest in phase GO/G1 of SiHa cell line, by Western blot
and cytometry analysis. Finally, the study of combi-molecules, ZR2002, JS-84 and JS-61
showed that they were able to reduce the viability of the strains evaluated by MTS,
with ZR2002 and JS-84 being more effective than JS-61. In addition, ZR2002 and JS-84
inhibited the migration of CaSki, HCB-514 and SiHa 24h after treatment, as well as the
formation of colonies in CaSki and SiHa after 14 days of treatment and the growth of
SiHa spheroids, 10 days after treatment. Through the Western blot assay, the EGFR
inhibitory activity and the DNA damage induction of these molecules were confirmed,
with reduction of EGFR phosphorylation and induction of p-H2AX expression,
respectively. In addition, mainly for the most sensitive cells (CaSki and HCB-514),
ZR2002 and JS-84 promoted changes that indicate cell death through intrinsic
apoptosis, in addition to cell cycle arrest in the GO/G1 or G2/M phase. Conclusion: The
new established tumor cell can be used both as a model in preclinical studies and for a
better understanding of the characteristics of cervical tumors. The 7C24 fraction
showed bioactivity, which can be attributed to one of the molecules present,
kampferol-3-O-rhamnoside. Finally, it was demonstrated the therapeutic potential of
combining, in a single molecule, the inhibition of a specific target (EGFR) with an
alkylating agent in a tumor type whose target terpias are still so little explored or

ineffective when in monotherapy.

KEYWORDS: Uterine Cervical Neoplasms; primary cell culture; phytochemicals;

molecular targeted therapy; toxicity tests; preclinical studies.



1. INTRODUGAO

Embora as doencgas cardiovasculares sejam a principal causa de morte no
mundo, o cancer ja vem ocupando a primeira posicdo em paises de renda alta e média
altal. Em 2018, foram esperados 18,1 milhGes novos casos de cancer e 9,6 milhGes de
mortes em decorréncia desta doenca 2. Os tumores que mais vém causando mortes
sao: pulmado, colorretal, estobmago e figado 2. No Brasil, para o ano de 2020, sdo
esperados 625.000 novos casos de cancer °. Os que mais vém causando morte em
homens sdo: pulmdo, préstata e colorretal, enquanto em mulheres sdao: mama,
pulm3o e colorretal®.

O cancer é um termo genérico usado para um grupo de doencas caracterizadas
pelo crescimento desordenado das células do corpo °. As células tumorais apresentam
alteracdes moleculares bastante caracteristicas, relacionadas aos seguintes
mecanismos: proliferacdo descontrolada; evasdao de mecanismos supressores do
crescimento celular; ativacdo de invasdo e metdstase; potencial de replicacdo ilimitado
(imortalizagdo); inducdo de angiogénese; resisténcia a morte celular; desregulacdo do
metabolismo energético celular; instabilidade genémica e mutacdo; escape da acdo
supressora do sistema imune e inflamag¢ao .

A compreensdo dos mecanismos relacionados a estas caracteristicas é essencial
para a elaboracdao de estratégias terapéuticas contra o cancer, principalmente de
terapias personalizadas ou terapias-alvo. O conceito de terapia-alvo pode ser definido
como o direcionamento de uma substancia para um gene ou proteina especificos e
que estdo diferencialmente expressos no tumor ou no microambiente tumoral, de
forma que esta substdncia consiga atingir especificamente estes alvos e inibir o
crescimento tumoral, sem afetar as células normais ’. Neste sentido, as terapias a

alvos moleculares tém produzido bons resultados contra diferentes tipos de tumores .



Evasdo de
mecanismos
supressoress do
Prolifera;do cres cimento
des controlada celular
Es cape daagdo
supressorado
sitemaimune

Desregula;do do
metabolismo eneeética
celular

Potencialde replica;dn

Resisténcia amaorte celular ilimitado (imortaliza; o)

Instabilidadegenamicae Inflamacdn

mutagdo

Indugdo de Ativagdode
Angiogénese  invas o e metdstas e

Figura 1 - Caracteristicas do cancer. (Adaptado de Hanahan & Weingerg, 2011)°.

1.1. Cancer de colo uterino

O cancer de colo uterino é um importante problema de satde publica no mundo,
configurando-se o quarto tipo de cancer mais comum entre as mulheres, excluindo
tumores de pele ndo melanoma (TPNM) 2. No ano de 2018, foram estimados cerca de
570 mil novos casos, com uma taxa de mortalidade de 311 mil pessoas no mundo todo
(Figura 2) °. No Brasil, a mortalidade em mulheres por este tipo de cancer acompanha
as estimativas mundiais, representando a quarta causa de morte por cancer, excluindo
TPNM °, com o nimero de mortes em 2017 de 6.385 mulheres. A faixa etéria
frequentemente acometida é de 50 a 60 anos, podendo ocorrer a partir dos 30 * *°.

Para o Brasil, até o final do ano de 2020 serdo esperados 16.590 novos casos de
cancer do colo do utero com um risco estimado de 15,43 casos a cada 100 mil
mulheres, segundo dados do Instituto Nacional do Cancer José Alencar Gomes da
Silva®. Sua incidéncia é cerca de duas vezes maior em paises menos desenvolvidos

quando comparada aos paises mais desenvolvidos * 10

. Uma provavel explicacdo para
as altas taxas de incidéncia em paises em desenvolvimento seria a inexisténcia ou a

pouca eficiéncia dos programas de rastreamento °.



Oesophagus

Desconsiderando os TPNM, o cancer do colo do uUtero é o segundo mais
incidente nas regiGes Norte (21,20/ 100 mil), Nordeste (17,62/ 100 mil) e Centro-Oeste
(15,92/ 100 mil), o quarto na regido Sul (17,48/ 100 mil) e o quinto na regido sudeste
(12,01/ 100 mil)®.

A infec¢do pelo papilomavirus humano (HPV) é considerada como principal fator
de risco para o desenvolvimento de lesdes intraepiteliais de alto grau e do cancer do
colo do utero. Zur Hausen e colaboradores (2009) demonstraram que o papilomavirus
humano (HPV) esta presente em 99,7% dos casos desse tipo de cancer. Os subtipos de
HPV de maior risco sdo o HPV-16 e o HPV-18, também associados a outros tipos
tumorais .

Além dos aspectos relacionados ao virus, tipo e carga viral, outros fatores como
tabagismo, iniciacdo sexual precoce, multiplicidade de parceiros sexuais, multiparidade
e uso de contraceptivos orais sdo considerados fatores de risco para o

desenvolvimento de cancer do colo do utero 2.
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Liver Stomach Stomach Pancreas
233 256 (5.6%) 269 130 (6.5%) 5852 (5.2%) 5920 (5.2%)
Total : 4 142 577 Total : 113 420

Figura 2 - Mortalidade em mulheres por cancer no mundo (3 esquerda) e no Brasil (a
direita) em 2018, excluindo tumores de pele ndo-melanoma. BNS= Sistema nervoso
central (Brain, central nervous system). Fonte: GLOBOCAN, 2018 Grafico gerado por:
Global Cancer Observatory (https://gco.iarc.fr).

1.2. HPV e o cancer de colo uterino

A infeccdo pelo HPV é muito comum e, por si sO, ndo representa uma causa
suficiente para o surgimento da neoplasia. No entanto, quando a infeccdo é
persistente, pode ocorrer o desenvolvimento de lesGes precursoras, denominadas de

neoplasias intraepiteliais cervicais, que se nao tratadas, em uma porcentagem dos



casos evoluem para o cancer 1 Na grande maioria dos casos, a infeccdo regride
espontaneamente.

O HPV é um virus que contém DNA dupla-fita e que infecta preferencialmente
tecidos epiteliais. Cerca de 100 diferentes tipos de HPV foram identificados e, dentre
eles, 40 estdo associados com infecgBes no trato genital **.

Uma vez que o HPV se instala no hospedeiro, através de microlesdes presentes
no tecido epitelial, os principais alvos para eles sdo os queratinécitos na camada basal
do epitélio escamoso. Nas células infectadas, o DNA viral geralmente é mantido como
um episoma, ou seja, ele permanece circular no nucleo da célula do hospedeiro, mas
sem ser integrado ao DNA do hospedeiro. No entanto, quando ocorre a integragao
com o DNA hospedeiro, a infeccdo pode causar uma instabilidade genémica, com
subsequente imortalizacdo celular e transformacgo *2.

O genoma do HPV pode ser dividido em trés regides principais: uma regido inicial
(E; early em inglés), uma regido tardia (L, /ate, em inglés) e uma regido longa ndo
codificante (RCL). A regido E contém seis genes que codificam para proteinas ndo-
estruturais: E1, E2, E4, E5, E6 e E7. A regido L codifica duas proteinas estruturais L1 e
L2. As proteinas E1, E2, E4 e E5 sdo responsdveis pela replicacdo do DNA viral,
enguanto E6 e E7 cooperam para transformacdo e imortalizacdo das células. L1 e L2
sdo responsaveis pela producido de particulas virais. Uma vez que ocorre integracdo do
DNA viral ao DNA hospedeiro, os genes E1 e E2 geralmente sdo suprimidos. Uma das
funcdes das proteinas E2 é reprimir a expressdo dos genes E6 e E7, sendo assim, com a
perda de E2, os niveis de proteinas E6 e E7 se elevam, induzindo a transformacao das
células. Essa inducdo ocorre devido a capacidade de E6 se ligar e inativar a proteina
supressora tumoral p53, enquanto E7 inativa a proteina Rb, também uma importante
proteina supressora tumoral >,

A inativacdo da proteina p53 pela E6 pode ocorrer tanto devido a degradacdo de
p53, apos ligacdo de E6; como também devido ao impedimento da ligacdo de p53 ao
DNA, da localizac3o aberrante de p53 e de modificacdes pds-translacionais °. Por sua
vez, a proteina p53 ndo se ligard aos promotores dos genes responsivos a ela, tais
como CDKN1A e BAX, o que causara uma falha na inibicao do ciclo celular e na indugao

de apoptose, respectivamente, contribuindo para um aumento da proliferacao celular
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A ligacdo da proteina E7 com Rb impede que Rb se ligue aos fatores de
transcricdo da familia E2F, dessa forma, ndo ocorre repressao dos genes da fase-S
controlados por E2F, resultando em constante divisdo celular *’.

Dessa forma, infec¢des com HPV de alto-risco como o 16 ou 18 podem levar a
neoplasia intraepitelial cervical (NIC) em algumas mulheres. Esses mesmos tipos

também estdo relacionados com carcinoma de células escamosas de cabega e pescogo

18

1.3. Evolugao da doenga

O cancer do colo do utero e as lesdes que antecedem seu surgimento podem ser
divididos histologicamente, de acordo com o epitélio do qual se originaram. Desse
modo, podem ser de origem escamosa, glandular ou mista *%. Os carcinomas de células
escamosas (CCE) sdo o tipo mais comum, representando 75% dos casos; oOs
adenocarcinomas (AC) representam cerca de 20%; ja os carcinomas adenoescamosos,
cerca de 5% ***° dos nimeros registrados para a doenca. Para identificar e avaliar a
extensdo das alteracbes epiteliais precursoras do cancer do colo uterino foi
introduzido o termo neoplasia intraepitelial cervical (NIC). Nesse sistema, as lesdes sao
categorizadas da seguinte maneira: NIC 1 equivale a displasia leve; NIC 2, a displasia
moderada; NIC 3, a displasia severa e carcinoma in situ 12 Diante da diversidade de
sistemas de classificacdo, foi necessario que se uniformizasse a terminologia usada.
Assim, o sistema de Bethesda introduziu os seguintes termos: lesdo intraepitelial
escamosa de baixo (LIEBG) e alto grau (LIEAG). Nas diferentes classificacdes, LIEBG
equivale a NIC 1 e a displasia leve. Ja LIEAG equivale a NIC 2 e 3, displasia moderada e
severa e ao carcinoma in situ (Figura 3) 12

Conforme mencionado anteriormente, as alteracdes nas células epiteliais
ocorrem principalmente devido a integracdo do genoma viral com o DNA do
hospedeiro, causando a inativacdo das proteinas supressoras tumorais p53 e Rb. Na
progressao da NIC 1 para a NIC 2, ocorre a supressao do sistema imune, bem como o
aumento na proliferacdo celular. De NIC 2 para NIC 3, observa-se um aumento de
fatores relacionados com a transicdo estroma-epitélio e angiogénese. A transicao de
NIC 3 para o carcinoma invasor ainda nao estd completamente esclarecida, mas sabe-

. .ls A . , 2
se que a instabilidade gendmica é um fator bastante relevante %°.



Nesse sentido, alguns estudos sugerem que o surgimento de mutagdes em
alguns oncogenes ou em genes supressores tumorais podem contribuir para a
evolucdo de NIC 3 para o carcinoma. Ojesina e colaboradores (2014) reportaram a
presenca de mutagdes nos genes PIK3CA, STK11, PTEN, HLA-B, EP300 e NFLE2L2, tanto
nos CCEs quanto nos ACs, sendo que as trés ultimas mutacdes foram mais frequentes
nos CCEs. Mutagdes em FBXW7 e MAPK1 ocorreram somente em CCEs, ja as mutacdes

21 Em um trabalho mais recente, foi

em ELF3 e CBFB foram exclusivas dos ACs
sugerido que mutagdes em PIK3CA, STK11, P53 ou MAPK1 s3o os eventos essenciais na
progressao do CCE 22 Além disso, Wright e colaboradores propuseram a distincao
entre os CCEs e os ACs baseada em uma assinatura genémica. Neste trabalho, somente
os CCEs apresentaram muta¢des em EGFR e somente os ACs apresentaram mutacoes
em KRAS. Ambos os tipos histoldgicos apresentaram mutagdes nos genes PIK3CA,

STK11 e PTEN %3,

Infecgdo pelo Infec¢do persiste e E6/E7 Outras alteragdes, como a integragao do
HPV através de sao desreguladas com a DNA viral, desregulando o ciclo celular e
microlesdes perda de E2 levando a imortalizagdo celular

CIM1 Cinz CiN3 SCCA

Very mild/ Moderate
mild dysplasia  dysplasia

Dividing cells
in basal layer

Figura 3 - Representagdo da carcinogénese do colo uterino e a relagdo com o status do
HPV. (Imagem adaptada. Fonte: Center for Cancer Research Connections, Volume 2, n.
12008)*.



1.4. Tratamento de acordo com o estadiamento

O sistema de estadiamento clinico para o cancer de colo uterino é definido pela
Federacdo de Ginecologia e Obstetricia (FIGO). O estadio | refere-se ao carcinoma
estritamente limitado ao colo uterino. Quando a lesdo sé pode ser avaliada
microscopicamente, ela se encontra no estadio IA, ja as lesdes macroscdpicas, sdo
consideradas como estadio IB *°. O estadio Il refere-se ao carcinoma gue se estende
mais além do colo uterino , mas ndo invade a parede pélvica , ou que se estende até o
terco superior da vagina. No estadio IIA ndo ha comprometimento evidente do
paramétrio e a invasdo ocorre até os dois tercos superiores da vagina. No estadio |IB
ha comprometimento evidente do paramétrio 20 estadio Il indica gue o carcinoma
invade a parede pélvica lateral ou que o tumor ocupa o tergo inferior da vagina. No IlIA
ha invasdo do terco inferior da vagina. No estadio I1IB ocorre extensdo a parede pélvica
lateral e/ou hidronefrose ou ndo funcionamento do rim 2> No estadio llIC1 e 1IC2 est3o
relacionados com comprometimento linfonodal %. O est4dio IV refere-se ao carcinoma
que se estendeu além da pelve verdadeira ou invadiu (confirmado por bidpsia) a
mucosa da bexiga e/ou reto. No estadio IVA ocorre dissemina¢do do tumor para
orgdos pélvicos adjacentes. No estddio IVB ocorre disseminagdo para o6rgdos a
distancia *°.

Para os estadios IA1-1A2 o tratamento primario é cirdrgico, com a histerectomia
radical apresentando uma alta taxa de cura. Os pacientes com tumores em estadio IB1
e alguns pacientes em estddio 1lIA1, podem tanto ser tratados primariamente com
cirurgia, como com radioterapia. Ja para os estadios IB2 e a partir do estadio 11A2 o
tratamento primario cirurgico ndo é indicado, uma vez que estes tumores apresentam
alto risco para metdstase. Sendo assim, para esses casos, em paises com menor acesso
a radioterapia, o tratamento é realizado com quimioterapia neoadjuvante, seguida por
cirurgia radical. Nos Estados Unidos da América, o tratamento primario é realizado
com tratamento padrdo radioquimioterapia. Os quimioterapicos comumente utilizados
sdo a cisplatina, a ifosfamida e o paclitaxel 27,

A cisplatina atua como radiossensibilizador, provavelmente por inibir o sistema
de reparo do DNA. Essa combinacdo de radioquimioterapia pode reduzir as chances de
recidiva em 30 a 50%, bem como melhorar a taxa de sobrevida das pacientes com

~ . ~ . .. 25, 2.
cancer cervical localmente avancado, em comparacdo com a radioterapia isolada * %,



Embora a cisplatina seja um potente antineopldsico, esta droga esta associada a
inimeros efeitos colaterais e & resisténcia em muitos tipos tumorais »°. Tal fato tem
limitado seu uso clinico e direcionado o seu uso a terapias combinatdrias para reduzir
a dose administrada ao paciente 0 Em muitos estudos de combinagbes entre
guimioterdpicos que nao contenham platina, raramente o efeito foi superior ao das
combinagBes com a cisplatina. Sendo assim, a combinagado de cisplatina com outros
quimioterdpicos (paclitaxel, topotecano, gencitabina ou vinorelbina) é comumente
utilizada no tratamento paliativo ou em recidivas, sendo que em muitos casos, a
combinacdo com paclitaxel é a melhor opcdo 3'. Além disso, no Brasil, em 2015 foi
aprovado também o uso do medicamento anti-angiogénico bevacizumabe, em
combinacdo com cisplatina, nos casos de cancer de colo do Utero metastdtico,

persistente ou recorrente 2.

1.5. Terapia a alvos moleculares

Embora a cirurgia e a radioquimioterapia sejam eficazes em 80 até 95% dos
casos de cancer de colo uterino em estagio inicial, pacientes com doenca metastatica
ou recorrente apresentam mau progndstico e possuem opgdes limitadas de
tratamento paliativo **3*.

Para que este panorama seja alterado, uma importante estratégia é a utilizacao
de medicamentos com alvos moleculares especificos. A aprovacdo do farmaco anti-
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), bevacizumabe, para doenga
metastdtica abriu caminhos para que terapias alvo fossem melhor exploradas neste
tipo tumoral % Dentre elas, encontram-se inibidores de receptores de fator de
crescimento epidérmico (EGFR), alvo da rapamicina em mamiferos (mTOR) e poli (ADP-
ribose) polimerase (PARP) °.

Embora a expressdao de EGFR possa apresentar grande variacdo nos tumores de
colo uterino (6 até 90%, dependendo da metodologia usada) *®, ja foi relatado que a

super-expressao desta proteina estad associada com pior progndstico 3739

€ o impacto

do tratamento com inibidores vém sendo avaliado em estudos pré-clinicos e clinicos.
Uma das maneiras de inibir EGFR é através do uso de anticorpos monoclonais, os

quais se ligam no dominio extracelular do receptor, competindo com seu ligante

enddgeno. Os estudos clinicos com Cetuximabe sozinho ou em combinag¢do mostraram



melhoras na sobrevida global das pacientes, com uma baixa toxicidade *°. Os
anticorpos anti-EGFR, Matuzumabe e Nimotuzumabe mantiveram a doenca estavel >,
Outra maneira de promover a inibicdo de EGFR é bloqueando o dominio tirosina-
quinase intracelular. Dentre as pequenas moléculas inibidoras de EGFR encontram-se o
Gefitinibe e o Erlotinibe, cujos estudos clinicos mostraram toxicidade reduzida.
Quando combinado com cisplatina, Erlotinibe apresentou melhoras em relagdo a
resposta completa das pacientes >°.

Além disso, estudo pré-clinico recente de nosso grupo, demonstrou um efeito
promissor no tratamento das células tumorais de colo uterino que expressam HER.
Observamos importante efeito da combinacdo entre o Lapatinibe (anti-EGFR e anti-
HER2) e o inibidor da via glicolitica, 2-deoxi-D-glicose, através da reducdo do numero e
do tamanho de vasos sanguineos e da inibigio do aumento de HIF-1a *°. Neste mesmo
trabalho, foi observado que a super-expressdo do receptor HER2 em tecidos tumorais
de colo uterino esta associada com uma pior sobrevida das pacientes (Martinho et al.,

2017).

1.6. Terapias alvo-combinadas

As recentes descobertas a respeito das caracteristicas moleculares do tumor de
colo uterino, revelando os genes mais frequentemente mutados, ou com nimero de
cOpias alterado, tém aberto um caminho para que novos alvos moleculares sejam
explorados *'. Para outros tipos tumorais estes alvos n3o apenas ja estio melhor
estabelecidos como ja foi demonstrado que, em muitos casos, o bloqueio exclusivo de
um alvo ndo é suficiente para erradicar o tumor, uma vez que vias compensatdrias de
sinalizagdo passam a ter maior ativacdo ao longo do tratamento azas

Neste sentido, uma abordagem ainda pouco explorada e que visa aumentar a
eficacia dos tratamentos contra o cancer e subjugar seus eventos adversos, é o uso de
moléculas hibridas, ou combi-moléculas **. Uma combi-molécula pode agir em
multiplos alvos, tendo, por exemplo, um motivo que inibe o crescimento celular e
outro que promove dano ao DNA “*®. Desta forma, ao invés de serem utilizadas duas
drogas em combinacdo, uma uUnica molécula ja contém ambas as atividades. Tais

moléculas tém demonstrado seu potencial na reducdo da viabilidade de células

tumorais in vitro e do crescimento tumoral in vivo, como é o exemplo de JDF12, capaz
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de alvejar EGFR e DNA e induzir apoptose em linhagens prostaticas, sendo ainda mais
eficiente do que o inibidor gefitinibe sozinho, utilizado nos tumores prostaticos nao
respondedores a hormonioterapia *”*%.

Dentre os grupos que trabalham na sintese de combi-moléculas voltadas para o
tratamento de cancer, a equipe de pesquisa liderada pelo Dr. Jean-Claude, na
universidade canadense McGill apresenta uma contribui¢do pioneira e relevante na
area, possuindo expertise no aspecto quimico do desenvolvimento de novas drogas.
Em 2017, foi iniciada uma colabora¢do no ambito do projeto bilateral (DFATD/CAPES)
entre a equipe canadense e o HCB, possibilitando o intercdmbio de pesquisadores e

cooperagcdao na avaliagdo pré-clinica destas combi-moléculas em tumores de colo

uterino.

1.7. Produtos naturais como fonte de novos farmacos

Produtos naturais, incluindo plantas, animais e minerais, tém sido a base para o
tratamento de grande parte das doengas humanas A partir do século 20, com a
descoberta de que os efeitos de determinadas drogas no corpo humano sdo mediados
por interacOes especificas com macromoléculas bioldgicas (proteinas ou dacidos
nucleicos), a utilizacdo de extratos crus e semi-purificados foi sendo substituida pelo
uso de moléculas mais puras, que seriam as responsaveis pelo efeito desejado »,
Nesse sentido, muitos compostos bioativos, responsdveis pelos efeitos do extrato
bruto e relevantes para a area médica, tiveram sua estrutura quimica determinada.
Como exemplo, podemos citar a morfina, obtida através da planta Papaver
somniferum, e a digoxina, um estimulante cardiaco, purificada a partir Digitalis lanata
49.

Muitos agentes antineoplasicos também foram obtidos de fontes naturais. No
inicio de 1950, a vincristina e a vimblastina foram desenvolvidas a partir de alcaloides
presentes na planta Vinca (Catharanthus reseus). Entre 1960 e 1970, o etoposido, um
guimioterdpico semi-sintético, foi desenvolvido a partir de raizes de espécies de
Podophyllum *°. Além destes, os compostos conhecidos como taxanos foram obtidos
da casca da planta Taxus brevifolia. A camptotecina, isolada da planta ornamental
chinesa Camptotheca acuminata, deu origem aos quimioterapicos irinotecano e

50

topotecano ”°. De 1940 até 2014, de 175 pequenas moléculas aprovadas para o
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tratamento de cancer, 131 (75%) sdao de origem nao sintética; dentre elas, 85 (49%)
sao produtos naturais ou seus derivados >,

No final de 2013, cerca de 21 estudos clinicos estavam sendo realizados com
moléculas derivadas de plantas, tais como as moléculas curcumina (fases | e ll),
genisteina (fases | e 11), resveratrol (fases | e I1) e roitucina (fases | e 11) *%. Considerando
o histérico da descoberta de novos quimioterapicos, podemos perceber o quao
importante é a flora na pesquisa de tratamentos contra o cancer. Uma vez que este
reino abriga aproximadamente 352.000 espécies conhecidas, é um grande desafio a
busca de plantas com compostos de atividade bioldgica relevante ao tratamento de

doencas >3,

1.8. Plantas como fonte de compostos antineopldsicos no Brasil

O Brasil possui a maior diversidade vegetal do mundo, distribuida ao longo de
seus seis biomas: Amazobnia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal >
No entanto, menos de 10% das espécies foram estudadas com relagdo a sua atividade
bioldgica e menos de 5% foram submetidas a estudos fitoquimicos aprofundados °>.

No pais, muitas espécies de plantas sdo usadas popularmente como analgésicos,
como antimicrobianos, como anti-inflamatérios e até mesmo como agentes

antitumorais >°

. Essas informacgdes, a partir de estudos etnobotanicos sobre o uso
terapéutico de plantas, contribuem para a descoberta de novas drogas, uma vez que
proporcionam a base para futuras pesquisas que revelem os compostos ativos
presentes >’. Estudos brasileiros tm demonstrado que os extratos de uma variedade

. . L. . . -61
de plantas apresentam efeitos citotoxicos em linhagens tumorais humanas *®°%. D

a
Silva e colaboradores (2016) testaram 55 extratos obtidos de 18 espécies de plantas
encontradas no nordeste brasileiro. Apds uma selecdo inicial, aqueles extratos que
apresentaram potencial antitumoral foram testados em vdrias concentracdes nas
linhagens tumorais B16-F10, HepG2, K562 e HL-60, para determinacdo dos valores da
concentracdo inibitéria de 50% das células (ICsg). Neste trabalho, as substancias
guercetina T, obtida de fracdes soluveis cloroférmicas das flores de Duranta repens, e
uma mistura de a- e B-amirina, isolada do extrato hexanico das flores de Ixora coccinea

tiveram seu potencial antitumoral avaliado, entretanto somente a quercetina

demonstrou tal efeito. Além disso, extratos das espécies B. sericea, D. repens, H.
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bracteatus, |. purga, I. coccinea, M. piriri, O. longifolia e P. capitata mostraram
atividade citotéxica promissora o

Em 2000, um levantamento sobre as moléculas com atividade bioldgica obtidas
de plantas encontradas em regido de Mata Atlantica brasileira mostrou efeito
citotoxico da espécie Maytenus ilicifolia ®*. Ao longo dos anos, foram identificadas
outras moléculas que também apresentaram potencial antitumoral através da
inducdo de citotoxicidade (compostos triterpenoides: friedelina e friedelol), através da
inibicdo da proliferagao celular (taninos epigalocatequina e epigalocatequina-3-galato),
através da inducdo de apoptose (pristimerina), através de parada do ciclo celular
(epigalocatequina-3-galato), dentre outras .

Também com potencial antineoplasico, os compostos benzopiranos obtidos da
espécie Hypericum caprifoliatum ®3, bem como o dimero acil-filicilico e fluoroglucinol
obtido de Hypericum polyanthemum, apresentaram capacidade de induzir apoptose in
vitro ®%. Nestes trabalhos, ainda s3o descritos o potencial do género Tabebuia ** e das
espécies Euphorbia tirucalli, Euterpe oleracea e Vitis labrusca % Em um trabalho com
plantas encontradas no cerrado brasileiro, Mesquita e colaboradores (2009) testaram
412 extratos de 21 familias de plantas em linhagens tumorais cerebrais, de mama e de
colon. Dentre as familias que apresentaram efeito citotdxico estdo: Anacardiaceae,
Annonaceae, Apocynaceae, Clusiaceae, Flacourtiaceae, Sapindaceae, Sapotaceae,

Simaroubaceae e Zingiberaceae *%.

1.9. Modelo in vitro com linhagens tumorais humanas

Para tornar a busca por novos agentes antineopldsicos um pouco mais tangivel,
muitos centros de pesquisa realizam triagens com diversos compostos obtidos de
plantas, utilizando como modelo experimental o cultivo de células ®*. No estudo do
cancer, tais testes sdo comumente realizados em células tumorais humanas, que
podem ser adquiridas comercialmente ou diretamente a partir da amostra do tumor
de uma paciente.

No entanto, com relacdo as células adquiridas comercialmente, o painel de
linhagens tumorais humanas de colo uterino é composto por um numero ainda
reduzido de representantes, quando comparado aos paineis de linhagens de mama,

por exemplo
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(http://www.atcc.org/Products/Cells_and_Microorganisms/Cell_Lines/Human/Tumor_
Cell_Panels/Panels_by_Tissue_Type.aspx). Isso restringe a andlise da ampla
heterogeneidade bioldgica do colo uterino *, sendo uma importante limitacdo na
avaliagdo de eficdcia e selectividade de novos potenciais compostos.

O cultivo celular, juntamente com outras ferramentas para ensaios in vitro,
permitem avaliar a citotoxicidade de novos antineoplasicos, elucidar o mecanismo de
acdao dos mesmos, estudar as altera¢des envolvidas na resisténcia a fdrmacos, dentre
outros. No entanto, ao longo do tempo em cultivo, as linhagens tendem a perder

®8 Uma opgdo

caracteristicas moleculares iniciais ou até mesmo a adquirir novas
para os ensaios in vitro é o estabelecimento de linhagem primaria, a partir de tumores
retirados de pacientes. As células da cultura primdria retém as caracteristicas
genOmicas dos tumores de origem, portanto as respostas obtidas com este modelo

podem melhor mimetizar aquelas que seriam encontradas no tumor 6,
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2. JUSTIFICATIVA

Apesar da abundante biodiversidade brasileira e da vasta gama de moléculas
bioativas contidas em suas espécies, o potencial antitumoral destes organismos esta
pouco explorado.

Além disso, novas abordagens, como a combinag¢do de terapias visando mais de
um alvo molecular ainda sdo estratégias pouco investigadas para o tratamento de
cancer de colo uterino.

Adicionalmente, a auséncia de modelos mais fidedignos, como linhagens
primarias constitui uma barreira para a melhor compreensdo da biologia tumoral e
para a descoberta de novos e mais eficazes fdrmacos para pacientes com cancer de

colo uterino.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar o potencial antineoplasico in vitro e in vivo de extratos naturais de
plantas e seus derivados, bem como de terapias-alvos em linhagens tumorais de colo

uterino comerciais e primarias

3.2 Objetivos especificos

3.2.1. Estabelecer e caracterizar novas linhagens tumorais de colo uterino
provenientes de amostras de pacientes brasileiras

eAvaliar o perfil fenotipico e molecular das linhagens primarias

eAvaliar o potencial tumorigénico das linhagens in vivo, em camundongos

imunocomprometidos.

3.2.2. Avaliar o potencial antineoplasico de extratos naturais com origem no
cerrado brasileiro, em linhagens tumorais de colo uterino
eAnalisar os efeitos bioldgicos in vitro (viabilidade, ciclo celular e vias de

sinalizacdo) do extrato em linhagens tumorais comerciais de colo uterino

3.2.3. Investigar a atividade antineoplasica de combi-moléculas, com dupla
funcgdo (inibidora de EGFR/HER2 e alquilante do DNA), em linhagens tumorais de colo
uterino.

eAnalisar os efeitos bioldgicos in vitro (viabilidade, ciclo celular, morte celular,
vias de sinalizacdo, migracdo e invasdo, clonogenicidade e cultura em 3 dimensdes) das

terapias-alvos em linhagens tumorais de colo uterino comerciais e primdrias
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Estabelecimento e caracteriza¢ao de linhagens tumorais de colo uterino

4.1.1. Cultivo de linhagens primarias

O cultivo de linhagens primarias foi realizado a partir de bidpsias no ambulatério
do departamento de ginecologia do Hospital de Cancer de Barretos. As amostras foram
coletadas prospectivamente e as pacientes incluidas foram somente aquelas com
suspeita de cancer de colo do utero (estadio | ao 1V). A confirmag¢do do diagndstico,
bem como o estagio da doenca foram verificados no sistema do Hospital de Cancer de
Barretos. As amostras coletadas foram mantidas em tampao PBS no refrigerador até o
processamento. Os processamentos ocorreram no maximo 24 horas apds coleta.
Primeiramente, as amostras foram alocadas em uma placa de petri e fragmentadas
com o auxilio de bisturis. Nas etapas seguintes, trés protocolos diferentes foram
testados.

Nos primeiros tumores foi adicionada tripsina e os mesmos foram mantidos na
estufa por 10 minutos. Em seguida, essa mistura foi recolhida em tubo cénico tipo
Falcon de 15 mL e foi adicionado 2 mL de meio RPMI suplementado com 1%
Penicilina/estreptomicina (P/S) e 10% soro fetal bovino (SFB), para inativar a enzima. A
mistura foi centrifugada por 5 min a 1500 rpm, o sobrenadante foi descartado e o
pellet de células formado foi ressuspendido em meio para queratindcito, cujo
conteudo esta descrito na Tabela 1. As células foram mantidas em frascos para cultivo
com superficie de 25 cm? em uma incubadora a 37°C, 5% CO,. A garrafa so foi
manuseada a partir da semana seguinte a este processo.

Outro conjunto de tumores foi processado conforme descrito a seguir. Apds
serem fragmentados, os mesmos foram mantidos em um tubo falcon de 15 ml,
contendo 5mL de uma solucdo enzimadtica (descricio na Tabela 2), em rotacdo
constante, overnight a 4°C (adaptado de SANTIN et al., 1999). No dia seguinte, foi
adicionado 2 mL de meio RPMI 1%P/S e 10% SFB e foi realizado o mesmo
procedimento usado nos primeiros tumores (centrifugacdo e adicdo de meio para

queratindcito).
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Por ultimo foi realizada uma adaptacao a este segundo protocolo. Neste caso, ao
invés de deixar os tumores overnight a 4°C, eles foram mantidos a 37°C durante 30 a
60 minutos.

Uma semana apds o processamento, o meio foi trocado e o crescimento das
células foi acompanhado. A substituicio do meio de cultura foi feita semanalmente.
Ap0ds o crescimento e confluéncia das células, elas foram submetidas a caracterizagao
molecular e ensaios de resposta terapéutica. Além disso, elas foram congeladas em
nitrogénio liquido, para armazenamento. Além da amostra de tecido tumoral, também
foi coletado sangue periférico das pacientes, fundamental para comparacao do perfil
mutacional. Este procedimento se encontra aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa

do Hospital de Cancer de Barretos (HCB) (985/2015 - 1.252.699).

Tabela 1 - Meio para queratindcitos.

Quantidade para volume de 400 mL de

DMEM:HAM's Reagente
300 mL meio DMEM 1%P/S 10% SFB
100 mL meio Ham’s F12
3,2mL Hidrocortisona (50 pg/mL)
500 pL Insulina

40 uL Transferrina (50 mg/mL)

3,36 uL Toxina Colérica
260 pL Liotironina (20 pug/mL)
2 pug/mL Anfotericina B (1%)

Tabela 2 - Solu¢do enzimatica para desagregacao celular.

Volume Reagente
5mL RPMI 1%P/S
0,5 uL DNAse (5mg/mL)
7 uL Colagenase (10mg/mL)

4.1.2. Caracterizagao imunofenotipica da cultura primaria

Para confirmar se as células em crescimento seriam de origem epitelial, foi
realizada uma imunocitoquimica com anticorpos contra vimentina (negativa para
célula epitelial e positiva para fibroblasto) e citoqueratina (positiva para célula epitelial

e negativa para fibroblasto). As células foram plaqueadas em placa de 24 pocos (5 x
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10°) e, ao atingirem 80% de confluéncia, foram fixadas com paraformaldeido 4% por
15 min, lavadas 3 vezes com PBS, permeabilizadas com Triton X-100 (0,1% em &gua)
por 4 min e lavadas conforme descrito. A peroxidases endégena foi inibida por 10 min
com H,0, 3X diluido em metanol Para bloquear marcagdes ndo-especificas, foi
utilizado uma gota do reagente Ultra V Block (kit de deteccdo da Thermo Scientific) por
10 min e, apds lavagens, adicionou-se o anticorpo primario AE1/AE3 (Thermo
Scientific) ou vimentina (Thermo Scientific). Apds incubacdo por 60 min e lavagens, foi
adicionado o anticorpo polivalente biotinilado de cabra. Apds incubag¢do por 10 min e
lavagens, foi adicionado estrepdavidina-peroxidase e, ao final de 10 min e lavagens, o
cromoégeno DAB foi utilizado para revelagdo, também por 10 min. Por fim, foi feita
contra-coloracdao com hematoxilina e as células foram fotografadas com a utilizacdo de
uma camera fotografica acoplada a um microscépio. A linhagem imortalizada SiHa, um
carcinoma de células escamosas grau ll, positiva para HPV-16, foi usada como controle
positivo para a citoqueratina, enquanto a linhagem HCB-535 foi usada como controle
positivo para a vimentina.

Os marcadores p40 (Biocare Medical, diluicdo 1: 100) e p16 (Roche, Ventana
Systems, pronto para uso), comumente utilizados na patologia para determinagdo da
histologia do cancer de colo uterino ®, foram avaliados por imunoistoquimica no cell
block da nova linhagem tumoral de colo uterino estabelecida neste trabalho e no
tecido tumoral embebido em parafina (FFPE) fixado em formalina da paciente.

Além disso, a expressdo da molécula de adesdo epitelial (EpCAM) (anti-CD326,
BD Biosciences) 68, outro marcador de células de carcinoma cervical, foi analisada na
linhagem celular HCB-514 por citometria de fluxo. Resumidamente, 5 x 10° células
foram coletadas e lavadas duas vezes em BSA 0,2% em DPBS (a centrifugagdo entre as
lavagens foi de 1500 rpm por 5 minutos), depois foram adicionados 10 uL de EpCAM
conjugado com PE e as células permaneceram incubadas durante 20 min. Em seguida,
as células foram lavadas e analisadas por citometria de fluxo (Accuri BD). A linhagem
SiHa foi usada como controle positivo para expressao de EpCAM e a linhagem HCB-535

foi usada como controle negativo.
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4.1.3. Isolamento do DNA
Para caracterizagdo molecular, o DNA foi isolado a partir do pellet de 1 x 10°
células tumorais na sexta passagem utilizando coluna de silica do kit de extracdo
Biopur Mini Spin Plus 250 (Biopur), conforme descrito pelo fabricante. O DNA total do
sangue foi automaticamente isolado da camada leucoplaquetdria do paciente por
meio do Mini Kit DNA e Qiasymphony (ambos da Qiagen) no Departamento Biobanco
do HCB, de acordo com o fabricante. Esta tecnologia combina extracdo baseada em
silica com purificagdo de particulas magnéticas. Utilizou-se o protocolo Blood 200 com
um volume de eluicdo de 50 pl. O DNA tumoral foi isolado de uma amostra de bidpsia
obtida do paciente através do instrumento Mini Kit DNA e Qiasymphony (QlAgen).
Para o DNA isolado tumoral, a macrodisseccdo foi realizada por um patologista
experiente e até 25 ng da amostra contendo pelo menos 60% de area tumoral e até
20% de area de necrose foram fragmentados e submetidos a procedimentos de
digestdo e homogeneizacdo, de acordo com as instrucdes do fabricante. Utilizou-se o
protocolo Tissue 200 com um volume de elui¢dao de 50 pL.

Todas as amostras de DNA foram quantificadas pelo NanoDrop® 2000 (Thermo
Scientific) e Qubit® 2.0 Fluorometer (Life Technologies) e foram entdo armazenadas a
-20 °C para posterior analise genética. O DNA do sangue foi usado como referéncia

para distinguir muta¢des somaticas de germinativas.

4.1.4.Avaliacdo do virus do papiloma humano (HPV)

A presenca de HPV na linhagem celular HCB-514 foi avaliada por PCR in house
utilizando os primers GP5 + e GP6 +, capazes de amplificar um fragmento de
aproximadamente 142pb da regido conservada L1 HPV % Para isso, foram utilizados
5uL de DNA extraido da HCB-514, 20 mM de tampao de Thris-HCI (pH 8,4), 50 mM KClI
50, 1,25 U de Platinum Taq polimerase, 2 mM de MgCl,, 0,2 mM de mix de dNTP, 0,6
UM de cada iniciador (GP5+ e GP6+). As amplificacdes foram realizadas no
equipamento Applied Biosystems GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystems) e o
ciclo foi conforme descricdo: 94°C por 4 min seguido por 40 ciclos de 1 min a 94°C, 2
min a 40°C e 1min30seg a 72°C. Depois, um ciclo de 72°C durante 7 min e os produtos

de PCR foram armazenados a 4°C antes da eletroforese no gel de agarose a 2%. O DNA
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HPV positivo foi usado como controle positivo e a agua foi usada como controle
negativo. Os reagentes de PCR foram adquiridos da Invitrogen.

Além disso, o sistema COBAS® 4800 HPV (Roche) foi utilizado para a
genotipagem do HPV, de acordo com as instru¢des do fabricante. Este ensaio utiliza
amplificagao de DNA-alvo através de PCR em tempo real para detectar 14 HPVs de alto
risco em Unico ensaio. Ele realiza genotipagem dos HPVs 16 e 18 e, simultaneamente,
detecta outros tipos de alto risco ndo-16 e 18 (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66
e 68) em casos de infecgio °.

Além disso, uma vez que a oncoproteina E6 esta relacionada com a
transformacao oncogénica de células epiteliais de colo uterino infectado com o HPV e
que os tipos de HPV de alto risco mais comuns sdo o 16 e o 18, a presenca da sua
oncoproteina E6 foi avaliada através de um teste imuno-cromatografico, utilizando o
Teste OncoE6™ Cervical (Arbor Vita), de acordo com as instrugdes do fabricante.
Resumidamente, o lisado de | x 10° células da HCB-514 foi incubado com anticorpos
monoclonais para a oncoproteina E6 dos HPVs 16 e 18 conjugados com fosfatase
alcalina. Entdo, usando uma tira de nitrocelulose do teste, foi permitido que esta
mistura migrasse ao longo da fita, por capilaridade, e, se proteina estivesse presente,
seria possivel observar uma linha purpura nesta tira. A posicdo em que a linha aparece,

identifica se se trata de E6 de HPV-16 ou de HPV-18.

4.1.5. Andlise do sequenciamento total do exoma (WES)

O DNA da linhagem celular HCB-514, do tumor primario da paciente e do sangue
pareado foram usados para o WES, com input de 50 ng no sistema Illumina HiSeq
2500™, por uma empresa comercial (Mendelics, Sdo Paulo, Brasil). O pré-
processamento de dados foi realizado utilizando a ferramenta fastqc
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) para controle de
gualidade dos arquivos raw (no formato FASTQ) e alinhamento com o genoma de
referéncia hgl9 utilizando o Burrows-Wheeler (bwa-mem) (http://bio-
bwa.sourceforge.net/), transformado em formato de arquivo binario de extensdo BAM
para posterior andlise.

As variantes de nucleotideos unicos (SNV) foram avaliadas usando uma

estratégia comparativa entre os dados de sequenciamento de linhagem celular com os
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dados germinativos (DNA do sangue), através de um modelo que avalia se a auséncia
da variante de referéncia e a presen¢a no tumor ndao ocorreram devido a erros de
sequenciamento, calculando o log odd score (LOD) entre a fracdo de leituras
sequenciadas em pares .

A identificacdo das variacdes do nimero de cépias (CNV) foi realizada por meio
de uma correcdo inicial dos erros sistematicos associados ao mapeamento e contetudo
de GC?, seguida da identificacdo das regides de perda e ganho usando o algoritmo de
Segmentacgdo Bindria Circular (CBS) que divide o genoma em segmentos iguais e realiza
permutacdes de acordo com uma referéncia (amostra normal) 2, seguida por
identificacdao das regides mais frequentes de perdas e ganhos entre pacientes usando
o software Nexus Copy Number (http://www.biodiscovery.com/nexus-copy-number/).

A avaliagdo da integragdo do DNA viral do HPV no genoma humano foi realizada
através do modo de integracdo do programa HPVDetector, conforme descrito
anteriormente”.

A andlise filogenética da sequéncia do HPV foi realizada usando as sequéncias de
consenso fasta do HPV-16 (uma da amostra tumoral e outra da cultura celular) obtidas
de sequenciamento profundo e um grupo de sequéncias gendmicas completas do
HPV-16 recuperadas do GenBank, alinhadas com o programa Muscle ’* e editadas com
Se-Alv2.0al11 (disponivel em http://tree.bio.ed.ac.uk/software/sea/). As reconstrugdes
filogenéticas foram realizadas pelo critério de maxima verossimilhanca (ML) utilizando
o RAXML versdo 8.0.0 33. O modelo de melhor ajuste utilizado para a reconstrucdo ML

foi o modelo GTR+I" sem parti¢des. O processo de bootstrap foi de 1.000 ciclos.

4.1.6. Sequenciamento por Sanger do gene BRCA2

Para validar a mutacao identificada no WES em BRCA2, a nova célula tumoral de
colo uterino e os DNAs da paciente foram submetidos a amplificacdo por PCR do éxon
20 de BRCA2, utilizando a enzima Hot Start Taq (Qiagen), como descrito por . Apds a
amplificacdo, os produtos de PCR foram purificados com a enzima ExoSap (USB
Affymetrix) e submetidos ao protocolo de sequenciamento usando o kit de ciclo de
sequenciamento BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems). O sequenciamento foi
realizado no equipamento 3500 XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems), conforme

descrito previamente 7,
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4.1.7. Analise da variagao do numero de cépias (CNV)

As alteracdes cromossémicas da nova linhagem de colo uterino também foram
analisadas pela plataforma de Nanostring, utilizando o painel nCounter® v2 Cancer CN
Assay (NanoString Technologies, Seattle, WA, EUA). Este painel quantifica a CNV de 87
genes comumente amplificados ou deletados em vdrios tipos de cancer
(www.nanostring.com/products/CNV) ”’. Como controle, foi utilizado o DNA gendmico
do sangue periférico da paciente. O input de DNA foi de 600 ng para linhagem e 473 ng
para o sangue periférico.

Os dados brutos foram capturados pelo programa nSolverAnalysis Software
v3.0® (NanoString Technologies). Para a normalizacdo dos resultados, 54 sondas foram
usadas para regides do genoma que ndo costumam apresentar CNV. Apds a
normalizacdo dos dados, foi calculada a média das contagens das 3 sondas por cada

gene e foi calculado o nimero de cépias por gene, conforme descrito anteriormente ’®
79

4.2. Cultivo de linhagens comerciais

Foram utilizadas 4 linhagens humanas tumorais de colo uterino (Hela, CaSki,
SiHa, C4-l) e 1 linhagem de quaratindcito normal (HaCaT), gentilmente cedidas pela
pesquisadora Dra. Luisa Lina Villa, além de uma linhagem normal de fibroblasto
murino, NIH-3T3, obtida comercialmente. As linhagens foram mantidas em incubadora
a 372C, 5% CO..

Tabela 3 - Descricdo das linhagens utilizadas.

Linhagem ) ) Amplificacdo
celular Histologia Idade HPV de EGER
CaSki Carcinoma de células escamosas 40 16 e 18 Sim

SiHa Carcinoma de células escamosas 55 16 Nao
HelLa Adenocarcinoma 31 18 Né&o
C4-1 Carcinoma de células escamosas 41 16 Né&o*

NIH-3T3 Fibroblasto murino - Ausente Nao

HaCaT Queratinécito normal 62 Ausente Nao

* Informacdo avaliada neste trabalho.
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4.3 Avaliacdo do potencial antitumoral de extratos naturais e de combi-

moléculas

4.3.1. Origem dos extratos naturais

Para avaliar o potencial antineopldsico de novos compostos, foram testados
extratos naturais e seus derivados, obtidos de plantas tipicas da flora brasileira. A
obtencdo deles foi feita em colaboracdo com a Universidade Federal de S3o Jodo del-

Rey, Minas Gerais, com a Professora Dra. Rosy |. M. de A. Ribeiro.

4.3.1.1. Procedimentos realizados na UFSJ para obtencdao de extratos brutos,
parti¢Oes e fragdes

De maneira geral, o processo de obtencdo dos extratos que vieram da UFSJ foi
realizado do seguinte modo: as folhas das espécies foram coletadas em Ituiutaba, MG
(Latitude S 18°58'08" e Longiturde W 49°27'54") em novembro de 2007 e de 2008. Em
seguida elas foram identificadas e uma parte foi armazenada em um herbario fiel
depositario (BHCB-UFMG) sob registro numero 143400. O restante do material foi
macerado durante varios dias com dlcool 70%, até que fosse extraida grande
guantidade de compostos. Os extratos foram entao filtrados, liofilizados e enviados ao
HCB.

Para continuagao do trabalho, foi feito o particionamento do extrato bruto que
apresentou melhor atividade contra as células tumorais. Para isso, o extrato foi diluido
em solvente hidroalcodlico e submetido a um processo de particao liquido-liquido com
solventes de polaridades crescentes, visando uma semi-purificacdo das substancias. Os
solventes utilizados foram: hexano (resultando na particdo identificada como "B"),
cloroformio (particao identificada como "C"), acetato de etila (particdo identificada
como "D") e o remanescente hidroalcodlico (particdo identificada como "A"). Em
seguida, estas particdes foram enviadas ao HCB, para a realizacdao de novos ensaios de
citotoxicidade. Os ensaio realizados nesta tese foram com as partices A, C e D, uma
vez que o0s ensaios com a particdo B foram inseridos em um projeto a parte de nosso

grupo, que ja se encontra publicado .
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Duas das particbes que apresentaram melhores resultados foram submetidas ao
processo de fracionamento. Para isso, utilizou-se uma coluna cromatografica classica
para extrair varias fracdes a partir da passagem de solventes de polaridades crescentes
pela coluna contendo a parti¢ao de interesse.

Tanto para o extrato bruto, como para as particdes, foram feitos estudos
fitoquimicos para identificar, de maneira qualitativa, os compostos secunddrios
presentes. Além disso, foi realizada a técnica de espectrometria de massas de
ressonancia ciclotréonica de ions por transformada de Fourier com ionizagdo por
electrospray negativa [ESI (-) FT-ICR] (MS, modelo 9.4 T Solarix, Bruker Daltonics
Bremen) para identificar as possiveis moléculas presentes, conforme descrito

previamente por nosso grupo .

4.3.2. Origem das moléculas hibridas

ZR2002 (6-(2-cloroetilamino)-4-anilinoquinazolina) (Figura 4), JS-61 e JS-84 s3o
moléculas desenvolvidas pra atuarem em alvos especificos, alvejando tanto o EGFR e
também promovendo o dano ao DNA genomico. Elas foram sintetizadas no Cancer
Drug Research Laboratory, Department of Medicine, Division of Medical Oncology,
McGill University Health Center/Glen Hospital pela equipe liderada por Dr. Bertrand J.
Jean-Claude. Ambas contém uma mesma regido quinazolina, responsavel pela inibicao
de EGFR. No caso de ZR2002, também ha uma parcela de inibigdo em receptores HER2.
A diferenca entre estas trés moléculas estd na funcdo alquilante de DNA, que é
desempenhada por um Unico grupo cloroetil nas moléculas ZR2002 e JS-84
(incorporado em regides diferentes de cada uma delas) e por dois grupos cloroetil na
molécula JS-61. Esta estrutura da regido alquilante nas moléculas equivale a metade da

estrutura de uma mostarda nitrogenada.
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Figura 4 - Estrutura quimica de ZR2002. Em destaque esta a regido com funcao

alquilante. A estrutura de JS-84 e JS-61 ainda ndo pode ser divulgada publicamente.

Para comparar o efeito das combi-moléculas, foram utilizados tratamentos com:
1) Gefitinibe (Gef) sozinho, um inibidor de EGFR; IlI) Clorambucil (Clor) sozinho, um
agente alquilante do DNA que tem uma estrutura de mostarda nitrogenada completa,
sendo o farmaco mais préoximo a regido alquilante das moléculas hibridas testadas
neste trabalho; Ill) Gefitinibe mais clorambucil (Gef+Clor) combinados e IV) Cisplatina
(Cis), um agente alquilante do DNA usado na pratica clinica. As concentragdes testadas
variaram de 0.00625 nM até 200 puM. As drogas foram diluidas em dimetilsulfoxido
(DMSOQ), exceto a Cisplatina, diluida em NaCl 0,9%. Para os tratamentos com DMSO,

sua concentragdo no meio de cultura ndo ultrapassou 1%.

4.4, Avaliagao da viabilidade celular e determinagao da ICs

Para os experimentos com as terapias alvo e os extratos, foram semeadas 5x10°
células, em 100pL de meio DMEM 1% P/S e 10% SFB, em placas de 96 pogos de fundo
plano. No dia seguinte, este meio foi trocado por um meio com quantidade reduzida
de soro (0,5% SFB), para possibilitar a sincronizagao do ciclo celular. No terceiro dia foi
realizado o tratamento, adicionando-se o meio 0,5% SFB com os extratos diluidos. As
células foram expostas as diferentes concentragdes dos mesmos por 72 horas.

Apds este periodo, para avaliar a viabilidade celular, foi realizado um ensaio
colorimétrico, utilizando o reagente Cell Titer 96® Aqueous One Solution Cell
Proliferation Assay (MTS- Promega), conforme descrito pelo fabricante. Neste ensaio,
as células vidveis metabolizam o tetrazélio do reagente em formazan, tornando o meio
de cultura mais escuro. O MTS foi adicionado a cada poco, apds a remogao do meio

anterior, e a placa foi incubada por 2 horas a 37°C, protegida da luz direta. A

absorbancia foi medida em leitor de placa de ELISA, a 490 nm, e foi convertida em
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porcentagem de viabilidade celular. Para isso, as células que receberam o veiculo
(DMSO) foram utilizadas como controle, correspondendo a 100% de sobrevivéncia. Foi
realizada uma anadlise de regressao nao-linear pelo programa Graphpad Prism
resultando em uma equa¢dao usada para calcular a concentragdo de substancia
necessaria para produzir 50% de reducdo de viabilidade celular (ICsp). Os experimentos

foram realizados em triplicatas bioldgicas.

4.5. Analise da migragao e invasao celular

Para avaliar os efeitos das terapias alvo no potencial de invasdo celular, foi
utilizado o ensaio com inserto contendo matrigel. Esse ensaio consiste na avaliagao do
numero de células capazes de ultrapassar a camada de matrigel e atingir a membrana
na parte externa do inserto, seguindo um estimulo quimioatrativo. Para esse
experimento, as células CaSki, HCB-514 e SiHa foram plaqueadas sobre o matrigel no
interior do inserto, em meio sem soro contendo os seguintes tratamentos: 0,2% de
DMSO, 20 uM de ZR2002, 20 uM de JS-84, 20 uM de Gef+Clor, 20 uM de Cis. A dose de
20 pM e as linhagens cervicais foram selecionadas a partir dos resultados de
viabilidade celular, com maiores detalhes na secdao de resultados. Este inserto foi
mantido por 24 horas em um poc¢o de uma placa de 24 pocos contendo meio
suplementado com 10% SFB. Apos esse periodo, o inserto foi retirado do pogo, o
matrigel foi removido e a membrana fixada e corada com HE. Em seguida, ela foi
cortada do inserto, montada em lamina e fotografada, permitindo a contagem de
células que invadiram o matrigel. Para avaliar o efeito das terapias alvo no potencial de
migragao celular foram utilizados os mesmos procedimentos para invasdao celular,
porém os insertos utilizados ndo continham matrigel. Para quantificacdo de ambos os
ensaios, foi utilizado o software Imagel. Apds a quantificacdo, foi realizado o teste

ANOVA comparando os tratamentos com o controle.

4.6. Analise do potencial clonogénico celular

Para avaliar a capacidade das terapias alvo de inibir a replicacdo das linhagens,
foi realizado o ensaio de formacdo de colénia ancoragem-dependente. Para isto, 2 x
103 células (SiHa e CaSki) foram semeadas em meio DMEM 10%SFB 1%P/S, placas de 6

pocos, de forma que, ao aderirem a placa, elas se mantivessem individualizadas e
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distantes umas das outras. No dia seguinte, o meio foi substituido por meio DMEM
0,5% SBF 1% P/S contendo os seguintes tratamentos: 0,2% de DMSO, 2 e 20 uM de
ZR2002, 2 e 20 uM de JS-84, 2 e 20 uM de Gef+Clor, 2 e 20 uM de Gef, 0,2% de NaCl
0,9%, 2 e 20 uM de Cis. Apds 14 dias em cultura, as col6nias foram coradas com cristal
violeta e os pocos foram fotografados. Para quantificacdo, primeiramente o cristal
violeta foi dissolvido com 1 mL de 4cido acético 10% em agua destilada e, apds ser
observado a descoloracdo das col6nias, 100 plL desta solucdo foi lida a 590 nm no leitor
de placa de ELISA (Varioskan Flash -Thermo Scientific). Estes valores foram usados para

os calculo estatisticos.

4.7. Analise da viabilidade celular na cultura em 3 dimensdes

Para cultivo em 3 dimensdes, foram semeadas 5x10° células SiHa, em 100 uL de
meio, em placas de 96 pocos de baixa aderéncia e de fundo oval (Corning® Ultra-Low
Attachment Surface). Apds 3 dias, as células que formaram uma estrutura esferoide,
constituida pelo agregado celular, receberam o tratamento com doses crescentes, 0,06
até 100 puM, de ZR2002, JS-84 e Gef+Clor, bem como com doses de 1 até 60 uM de Cis.
O tratamento ocorreu da seguinte maneira: foram retirados 50uL do meio usado no
plagueamento, para que fosse substituido por 50uL de meio novo mais as moléculas
diluidas. Apds 10 dias, o reagente CellTiter-Glo® 3D Cell Viability Assay (Promega) foi
adicionado a cada poco contendo os esferoides, sem que o meio fosse retirado dos
pocos e a placa foi incubada por 30 minutos a 37°C, protegida da luz direta. A
luminescéncia foi medida em leitor de placa de ELISA (Varioskan Flash -Thermo

Scientific). Os experimentos foram realizados em duplicatas bioldgicas.

4.8. Analise das vias de sinalizagao celular por immunoblotting

Uma vez que as moléculas hibridas atuam na proteina EGFR, a expressao deste e
de outros receptores tirosina quinase (RTK) foi avaliada nas linhagens HCB-514 e C4-I.
Para SiHa, CaSki e Hela, esta caracterizacdo ja foi descrita por nosso grupo %0 Ppara isto,
foi utilizado um kit de arranjo de proteinas RTK fosforiladas (Human Phospho-RTK
Array Kit - R&D), de acordo com as instrucdes do fabricante. As proteinas foram
avaliadas tanto a nivel basal, como apds estimulacdo com o fator de crescimento

epidérmico (EGF). Resumidamente, as células foram cultivadas em dois frascos T75 até
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a confluéncia. Para a estimulacdo de EGFR, o EGF diluido em 10 mL de meio livre de
soro (concentracgdo final de 10 ng / mL) foi primeiramente adicionado a um dos frascos
e as células foram incubadas por 15 min. Ao segundo frasco foi adicionado somente o
meio, sem EGF. Em seguida, as proteinas foram coletadas, quantificadas e incubadas
nas membranas do kit. Para validacdo por Western blotting, os lisados proteicos foram
separados em gel de SDS-PAGE a 8%, transferidos, incubados em anticorpo primario
fosfo-EGFR"%® (1: 1000), EGFR (1: 1000) ou a-tubulina (1: 2000) e revelados como
detalhado por Silva-Oliveira et al.’2. Os anticorpos foram obtidos pela empresa Cell
Signaling.

Para confirmar se as moléculas hibridas eram realmente capazes de inibir o
receptor de EGF, foi realizado um ensaio que consiste na estimulacdo deste receptor
pelo seu ligante (EGF), induzindo a ativacdo de EGFR. Para este ensaio, 8 x 10° células
CaSki, HCB-514 e SiHa foram plagueadas em placa de 6 pogos e, no dia seguinte, foram
mantidas em meio DMEM 1% P/S 0% SFB por 2h. Em seguida, o meio foi substituido
pelos por meio DMEM 1% P/S 0% SFB contendo os tratamentos: 0,2% de DMSO, 2 e 20
UM de ZR2002, 2 e 20 uM de JS-84, 2 e 20 uM de Gef+Clor e 2 e 20 uM de Gef. Apds
2h, para estimulacdo do receptor, o meio foi substituido por 50 ng/mL de EGF diluidos
em DMEM 1% P/S 0% SFB por 15 minutos. Apenas um dos poc¢os ndo recebeu EGF,
sendo este um controle para saber se a estimulagdo ocorreu. Em seguida, o lisado
proteico foi extraido para Western blot. As proteinas avaliadas foram: p-EGFR, t-EGFR,
a-tubulina, p-ERK e t-ERK.

Além disso, para confirmar se a funcdao de dano ao DNA estava presente nas
moléculas hibridas, a presenca da proteina p-H2AX foi avaliada. A fosforilacdo desta
variante da histona H2A ocorre de forma abundante e rapida em resposta a quebra de
dupla fita do DNA e, uma vez presente, indica o local do DNA que devera ser reparado
81 Ppara isto, 8 x 10° células CaSki, HCB-514 e SiHa foram plagueadas em placas de 6
pocos e, no dia seguinte, o meio foi substituido por meio DMEM 1% P/S 0,5% SFB
contendo os tratamentos: 0,2% de DMSO, 2 e 20 uM de ZR2002, 2 e 20 uM de JS-84, 2
e 20 uM de Gef+Clor, 2 e 20 uM de Gef, 0,2% de NaCl 0,9%, 2 e 20 uM de Cis. Apds
24h, o lisado proteico foi extraido para Western blot.

Além disso, deste mesmo lisado também foram avaliadas proteinas da

sinalizacdo de morte celular por apoptose e do ciclo celular para alguns dos
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tratamentos, conforme indicado na secdo de resultados. Os anticorpos primarios
utilizados foram PARP, caspase-9, caspase-3, caspase 3 clivada, p21 e p27, todos na
concentracdo de 1:1000 e obtidos da empresa Cell Signaling. Posteriormente, as
membranas foram incubadas com o anticorpo secundario conjugado com peroxidase e
reveladas pelo método de quimiluminescéncia ECL. A deteccdo do sinal
quimiluminescente foi realizada no sistema de fotodocumentagao Image Quant LAS
4000 mini.

Para os extratos naturais, as linhagens SiHa e Hela foram plaquedas e, no dia
seguinte, tratadas com DMSO, cisplatina e uma fracdo obtida da planta Annona
crassiflora, a 7C24. As doses foram o valor de ICso de cada um dos tratamentos para
cada uma das linhagens. Apds 24 h as proteinas forma obtidas para Western blot e os

anticorpos utilizados foram: PARP, p-H2AX, p21 e a-tubulina.

4.9. Analise do ciclo celular

Para a avaliagao do ciclo celular, 8 x 10° células CaSki, HCB-514 e SiHa foram
semeadas em placas de 6 pocos em meio DMEM 1%P/S 10%SFB. No dia seguinte, foi
adicionado meio DMEM 1% P/S 0,5% SFB contendo os tratamentos: 0,2% de DMSO, 2
e 20 uM de ZR2002, 2 e 20 uM de JS-84, 2 e 20 uM de Gef+Clor, 2 e 20 uM de Gef, 2 e
20 uM de Clor, 0,2% de NaCl 0,9%, 2 e 20 uM de Cis. Depois de 24 h, as células foram
tripsinizadas, centrifugadas, lavadas em PBS e submetidas ao protocolo para adicdo de
iodeto de propideo (PI) [Cell Cycle Test Kit (BD Biosciences)] para marcacdo do material
genético. A aquisicdo dos dados foi realizada no citobmetro de fluxo BD Accuri C6 (BD
Biosciences) e os mesmos foram analisados no programa BD Accuri C6 Software (BD
Biosciences).

Para os extratos naturais, a linhagem SiHa foi tratada com 1% DMSO e ICsq €

7C24, e foi analisada 24 h apés, conforme descrito acima.

4.10. Analise da morte celular

Para a avaliacdo de morte celular, 8 x 10° células CaSki, HCB-514 e SiHa foram
semeadas em placas de 6 pogos em meio DMEM 1%P/S 10%SFB. No dia seguinte, foi
adicionado meio DMEM 1% P/S 0,5% SFB contendo os tratamentos: 0,2% de DMSO, 2
e 20 uM de ZR2002, 2 e 20 uM de JS-84, 2 e 20 uM de Gef+Clor, 2 e 20 uM de Gef, 2 e
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20 uM de Clor, 0,2% de NaCl 0,9%, 2 e 20 uM de Cis. Apds 24 h de tratamento, para
avaliagdo no citdmetro, as células foram dissociadas com Accutase®, centrifugadas,
lavadas em PBS e foram adicionados a anexina V e o 7-AAD [Annexin V-PE/7-AAD
Apoptosis Detection Kit | (BD Biosciences)] para a marca¢do de fosfatidilserinas
expostas na face externa da membrana plasmatica e para a marcacdo do nucleo,
respectivamente. A aquisicdo dos dados foi realizada no citébmetro de fluxo BD Accuri
C6 (BD Biosciences) e os mesmos foram analisados no programa BD Accuri C6 Software

(BD Biosciences).

4.11. Hibridizagao fluorescente in situ

Para verificar se a C4-l apresentava alteracées do nimero de cdépias do gene
EGFR, foi realizada a técnica de hibridizacdo fluorescente in situ (FISH, do inglés
fluorescent in situ hibridization), utilizando a sonda comercial EGFR ZytolLight SPEC
EGFR/CEN 7 Dual Color Probe (ZytoVision). Esta técnica foi realizada no setor de
Citogenética do HCB. Para este ensaio, além da C4-I, foram utilizadas a CaSki (controle
positivo para amplificacdo) e a SiHa (controle negativo para amplificacdo).
Resumidamente, as células foram mantidas em uma T25 até atingirem 85% de
confluéncia, quando foram desagregadas com Accutase® (Accutase® Cell Dissociation
Reagent — Gibco) por 5 minutos. Em seguida, as amostras foram homogenizadas em
solucdo hipotdnica de KCl, fixadas em solucdo de 3 partes de metanol: 1 parte de acido
acético e montadas em laminas para microscopia. No dia seguinte, as laminas foram
lavadas em solugdo tampdo de cloreto de sdédio/citrato de sédio (SSC) 2X por 20
minutos e foi feita a etapa de digestdo com NaOH por 15 segundos. Posteriormente,
foi feita a desidratagdo (etanol 70, 85 e 100%) e, apds secagem, as laminas foram
preparadas para hibridizacdo com as sondas no equipamento Dako StatSpin, de acordo
com instrucdes do fabricante. No dia seguinte, as laminas foram observadas em
microscopio de fluorescéncia para determinacdo da razdo entre EGFR/CEN7, apds
contagem em 100 nucleos. Razdes maiores ou iguais a 2, foram classificadas como

. . . 2
amplificadas, conforme descrito previamente 2.
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4.12. Analise do crescimento tumoral em camundongos

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) fémeas da linhagem NOD scid
gamma. (NSG - Jackson Laboratory). Estes animais imunodeficientes ndo apresentam
células T e B maduras, nem células natural killer, além de possuirem deficiéncia na
imunidade inata e em sinalizacdes de citocinas. Elas tinham 8 semanas de vida,
pesando aproximadamente 25 g, provenientes do Biotério do CPOM (HCB), onde
também foram mantidas ao longo do experimento, em ambiente livre de patdgenos
especificados. Os animais pertencentes a cada grupo experimental foram alojados em
uma mesma caixa de polietileno em ambiente com ciclo claro/escuro de 12/12 horas,
temperatura 21°C e umidade 55% controladas, com disponibilidade de alimentagao e
agua ad libitum. Para inoculacdo das células tumorais, os camundongos foram
anestesiados com agente inalatério isoflurano 1,5%.

O projeto foi submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais do Centro de
Pesquisa em Oncologia Molecular (CEUA_CPOM) em encontra-se aprovado.

Este trabalho foi executado de acordo com os preceitos da lei n°® 11.794, de 08
de outubro de 2008, no decreto 6.899, de 15 de junho de 2009, e com as normas

editadas pelo Conselho Nacional de Controle de experimentag¢ao animal (CONCEA).

4.12.1 Procedimentos para a linhagem HCB-514

Para a avaliacdo da capacidade tumorigénica das células HCB-514, os animais
foram divididos em 2 grupos experimentais: Grupo I: animais (n=3) inoculados com
5x10° células e Grupo ll: animais (n=3) inoculados com 1x10” células. Para isso, as
céelulas foram cultivadas em seu meio de cultura especifico em frascos T150 até
confluéncia. Posteriormente, cinco ou dez milhdes de células diluidas em 100 ulL de
HBSS e homogenizadas com mais 100 uL de matrigel, totalizando volume de 200 ulL,
foram injetadas na regido subcutanea do flanco direito de cada camundongo. Os
animais foram observados diariamente e pesados uma vez por semana até que fosse
detectado o inicio da formacdo de nddulo tumoral. A partir de entdo, os animais foram
pesados e o nédulo medido com paquimetro 2-3 vezes por semana..

O experimento seria interrompido se fossem observados sintomas como
dificuldade para se alimentar, locomover, ou perda de peso superior a 20% do peso

corpéreo. Ao final dos experimentos, os animais foram eutanasiados com dose
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excessiva de tiopental 60 mg/kg. i.p e foi realizada excisdo dos tumores para realizacdo
de técnicas histoldgicas. As carcagas foram armazenadas em freezer -20°C e
encaminhadas para incineragao. O volume tumorail foi calculado para avaliar se houve
crescimento tumoral, a partir da seguinte formula: V = (L/2) x (W/2)2 x 4/3 x i, onde

V, volume (mm3); L, comprimento (mm); and W, largura (mm).

4.13. Analise estatistica

Para o experimento com os diferentes protocolos de cultivo de linhagem
primaria nao foram realizados testes estatisticos. Para os demais experimentos, foi
utilizado o teste estatistico t (controle versus fragdo 7C24), e o teste ANOVA de uma

via, seguido de Bonferroni (controle versus moléculas hibridas e demais farmacos).
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5. RESULTADOS
Os resultados foram divididos em trés se¢les, para permitir respostas aos

objetivos especificos descritos no item 3.2 desta tese.

5.1. Estabelecimento e caracterizacao de uma nova linhagem tumoral de colo
uterino proveniente da amostra de uma paciente brasileira
(Parte dos resultados deste objetivo especifico ja se encontra publicado.

Referéncia: Rosa, M. N. et al., Scientific Reports (2019) 9:1913 - Anexo B)

5.1.1. Estabelecimento e cultivo de células primarias

O estabelecimento de cultura primaria foi realizado de margo de 2016 até abril
de 2017. Foram processadas 35 amostras de tumores do colo uterino (Figura 5). Ao
longo dos processamentos, diferentes protocolos foram testados, conforme foi
descrito em materiais e métodos. Das 13 amostras processadas com tripsina, 4
cresceram suficientemente para caracterizacdao: HCB-483, HCB-486, HCB-491 e HCB-
492. Das 8 amostras processadas com DNAse + Colagenase (18h a 4°C), uma foi
caracterizada, HCB-499. Das 14 amostras processados com DNAse + Colagenase
(30min ou 60min a 37°C), uma foi caracterizada, HCB-514.

Uma das seis células caracterizadas, a HCB-514, foi positiva para citoqueratina,
representando 2,9% do total das 35 amostras processadas (Figura 5). Sendo assim,
esta foi a primeira cultura a seguir para as demais caracterizacdes moleculares,

conforme descritas nas proximas segoes.

5.1.2. Caracterizagdao imunofenotipica da linhagem

Através da técnica de imunocitoquimica das 7 culturas em crescimento, foi
verificado que 6 delas apresentaram marcacdo somente de vimentina, indicando
serem uma cultura de fibroblastos de colo uterino, e ndo uma célula tumoral. Sdo elas:
HCB-583, HCB-486, HCB-491, HCB-492, HCB- 499 e HCB-506. Uma Unica linhagem, a
HCB-514, apresentou marcacdo de citoqueratina (Figura 5).

Além disso, a imuno-histoquimica do cell block da HCB-514 foi semelhante ao
padrdo de expressao do tecido tumoral FFPE do paciente. Tanto o tecido tumoral de

HCB-514 quanto de FFPE foram positivos para p40, um marcador para células
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escamosas, e pl6, um marcador de tumores de colo uterino (Figura 6), confirmando
sua origem celular escamosa. Ainda, a analise por citometria de fluxo mostrou alta
expressao de EpCAM na HCB-514, com coloragdao em 100% das células. A expressao de
EpCAM foi positiva em 92% das células SiHa, enquanto foi positiva em 19% da

linhagem celular de fibroblastos (Figura 7).
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HE Vimentina Citoqueratina
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HCB-499

HCB-506
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Figura 5 - Fotomicrografia de cultura primadria apds coloracdo HE e imunocitoquimica.
Aumento de 100 (até HCB-492) e 50 vezes (a partir da HCB-499).
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Tumor HCB-5

Figura 6 - Imagens representativas das imunoistoquimicas de cortes de cell block da
HCB-514 (direita) e do tecido tumoral da paciente (esquerda) para avaliar a presenca
de pl6 (marcador de cancer cervical) e p40 (marcador de carcinoma de células
escamosas)..

A01 HCB-514 AD3 SIHA C05 HCB-535
g Gate: P1 g Gate: Siha g Gate: P1
« JNegative Positive) « JNegative Positive - JNegative Positive
=) =) =)
2 g 2
e 5 ‘é
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elgn @4 JRLLLUmALL Rl R o LRLLLUSRRELL SRRl SR
A T T w w2 W Wt WS WP W o w2 W W WS WP W2
EpCAM PE-A EpCAM PE-A EpCAM PE-A

Figura 7 - Avaliacdo da expressao da molécula de adesdo celular epitelial
(EpCAM) na HCB-514. As linhagens celulares HCB-514 (esquerda), SiHa (centro) e HCB-
535 (direita) foram coradas com anticorpo anti-EpCAM e avaliadas em citométro de
fluxo. A linhagem SiHa e e a linhagem celular de fibroblastos, HCB-535, foram usadas
como controles positivos e negativos, respectivamente. Os graficos pretos
representam as células ndao marcadas; os graficos vermelhos representam células

marcadas.
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5.1.3. Status e genotipagem do HPV na linhagem

Uma vez que o HPV esta presente em quase todos os tumores de colo uterino, a
amplificacdo da regido altamente conservada do gene L1 de HPV foi avaliada por PCR,
usando primers GP5+ / GP6+. A banda correspondente a esta regido foi encontrada
amplificada no HCB-514, confirmando a presenca do HPV (Figura 8A). Para identificar
qual tipo de HPV de alto risco estava presente, foi realizado o teste de genotipagem,
através do ensaio COBAS® HPV, confirmando o HPV tipo 16. Além disso, para confirmar
a ocorréncia da infeccdo pelo HPV16, avaliamos e confirmamos a presenca da
oncoproteina E6, importante proteina responsavel pela oncogenicidade do HPV (Figura
8B).

Ainda, o WES permitiu a andlise da integracdo do genoma do HPV no DNA
gendmico da HCB-514 e no tumor primario. Foram encontrados dois sitios de
integracdo, um no gene MICU2 e outro no genes CDH13, sendo o ultimo também
encontrado no tumor primario.

Além disso, é hipotetizado que as variagGes genéticas do HPV e sua co-evolugao
com hospedeiros de certos grupos étnicos infecciosos influenciam o desenvolvimento
da doenca e o desfecho (30). Nesse sentido, para identificar a variante do HPV na HCB-
514 e no tumor primario, foi realizada a andlise filogenética. Os resultados da linhagem
celular HCB-514 e do tumor primario da paciente mostraram a presen¢a da sub-

linhagem HPV16 A1 em ambos (Figura 9).

18 ¢
16 S

Figura 8 - Deteccdo de HPV GP5+ / GP6+ apds PCR por eletroforese em gel de agarose
(A) e teste de proteina OncoE6 (B). Na imagem A, as bandas da amostra positiva e da
HCB-514 mostram produtos de PCR na posicao refernte a 150 pb.
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5.1.4. Identificagdo da linhagem
A reacdo para avaliar o perfil de sequéncias curtas repetidas em tandem ("short
tandem repeat" - STR) a partir do DNA tanto da cultura primaria, como do sangue da

paciente mostrou corespondéncia de 80%, confirmando a identidade da linhagem.

Tabela 4 - Perfil de STR da cultura primdria e do sangue da paciente que a originou.
Cultura primaria

Regioes Sangue HCB-514
Amelogenina X X
CSF1PO 10,12 12
D13S317 9,11 9,11
D16S539 9 9
D5S818 10,12 10
D7S820 11,13 13
THO1 7,9 7,9
TPOX 8,12 8,12
VWA 16 16

5.1.5. Avaliacao do perfil mutacional da linhagem

A analise de WES pareada de linhagem celular / sangue revelou 520 mutagdes
somaticas. A analise das mutacbes ndo silenciosas mais significativas identificou 93
genes mutados (Tabela 5), tais como HPS-3, IRX2, XPO5, CBWD1, TGFBR1, CUBN,
TRHDE, BRCA2, THBS1, TGM5, CCDC22, que ja foram descritas anteriormente como
patogénicas, ou provavelmente patogénicas em tumores sélidos. Com relacdo a
andlise pareada do tumor primario / sangue, 863 mutac¢des foram encontradas, com
70 ndo silenciosas identificadas (Tabela 6). Entre elas, 18 muta¢des foram
compartilhadas com a HCB-514 (Tabela 7), incluindo mutacdes nos genes BRCA2,
TGFBR1 e CCDC22.

A mutacdo identificada no gene BRCA2 (p.W2830 *) foi, ainda, confirmada pelo

sequenciamento de Sanger (Figura 9).
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Figura 9 - Imagem do IGV dos resultados de NGS do exoma do gene BRCA2 (esquerda)
e parte do eletroferograma do sequenciamento por Sanger do éxon 20 do gene BRCA2
que contém a mutacgao (G—>A) (direita).

Tabela 5 - Total das 93 mutag¢des nao silenciosas encontradas na linhagem HCB-514.

Cromossomo Posicéao Gene refeArlfaGrluc():ias v;rlizlr?te Aminoéacido
1 17185537 155\%2 G T -
1 17930009 ARHGEF10L G C p.R119P
1 72058537 NEGR1 G T p.N301K
1 109560148 WDR47 G T p.D78E
1 145818808 GPR89A C A p.G21W
1 225328450 DNAH14 A T p.N1395I
1 228335177 GUK1 C T p.R129W
2 43817966 THADA G T p.A100E
2 69049563 ARHGAP25 G A p.G431E
2 96521280 ANKRD36C T G p.11577L
3 21706378 ZNF385D C T p.AS55A
3 27763616 EOMES C T p.G57D
3 77657079 ROBO2 C A p.H1105Q
3 124420944 KALRN G A p.E989K
3 125032193 ZNF148 C T p.E98K
3 148875136 HPS3 G T p.X504 _splice
3 167000256 ZBBX G C p.A675G
3 193039604 ATP13A5 G C p.T594S



10

10

10

10

10

10

10

11

11

12

12

12

12

197249504

2751384

5489376

14713075

35010154

36136508

140793112

26501990

43528041

159660971

33945363

77408339

120594668

142367558

144809668

156528

101900171

93694

16867082

19620301

51130414

61844594

102058330

121432151

28057764

108384207

49087267

72956810

99194813

109201563

BDH1

IRX2

KIAA0947

ANKH

AGXT2

LMBRD2

PCDHGA10

BTN1Al

XPO5

FNDC1

BMPER

RSBN1L

ENPP2

GPR20

FAM83H

CBWD1

TGFBR1

TUBBS

CUBN

MALRD1

PARG

ANK3

PKD2L1

BAG3

KIF18A

EXPH5

CCNT1

TRHDE

ANKS1B

SSH1

0O & O O

- 0o o o o r» r»r O O O r 6 O 4+

@ O o & o o0 06 6 O 6 o O

® >» o H

—

>

& o 4

—

> O >» >»

—

40

p.Y48*
p.S2245T
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p.X366_splice

p.E1535K
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p.X3589 splice
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p.R193W
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p.R453H
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p.A620T
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p.S166T

p.Q79K
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p.AG8V
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Tabela 6 - Total das 70 mutac¢Ges nao silenciosas encontradas no tumor.

Referrence

Variant

Chromosome  Position Gene allele allele Aminoacid
1 108679461  SLC25A24 T A p.X417_splice
1 219385056 LYPLAL1 G A p.E234K
1 225328450 DNAH14 A T p.N1395I
1 226075708 LEFTY1 A G p.L92S
1 228335177 GUK1 C T p.R129W
2 69049563 ARHGAP25 G A p.G431E
2 89399780 IGKV1-16 A C p.C16W
2 96688755 GPAT2 C G p.E722D
2 96688768 GPAT2 A G p.L718S
2 99785851 MITD1 G T p.T246K
2 99785855 MITD1 G T p.H245N
2 160303343 BAZ2B G T p.Q216K
3 27763616 EOMES C T p.G57D
3 37366231 GOLGA4 C A p.Q974K
3 57389107 DNAH12 C T p.A2274T
3 99569454 FILIP1L C T p.E356K
3 99569459 FILIP1L A T p.1354K
3 124420944 KALRN G A p.E989K
3 133894464 RYK C T p.A523T
3 135721101 PPP2R3A T A p.1254K
3 169555405 LRRIQ4 G A p.G557R
4 17585225 LAP3 C A p.Q167K
4 23826133 PPARGCI1A T A p.X253_splice
4 114823502 ARSJ G T p.S576R
4 146025639 ABCE1 C A p.C25*

5 35010154 AGXT2 T G p.D430A
5 78328665 DMGDH T A p.X455 splice
5 140793112 PCDHGA10 G A p.E124K
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Tabela 7 - Mutagdes somaticas nao silenciosas comuns a HCB-514 e ao tumor primadrio.

Chromosome Position Gene Referrence  Variant Aminoacid Zygosity
allele allele
1 228335177 GUK1 C T p.R129W Heterozygous
2 69049563 ARHGAP25 G A p.G431E Heterozygous
5 140793112 PCDHGA10 G A p.E124K Heterozygous
7 77408339 RSBN1L A C p.K799Q Heterozygous
9 101900171 TGFBR1 C T p.A202V Heterozygous
10 51130414 PARG G A p.L59F Heterozygous
12 99194813 ANKS1B C G p.E1053Q  Heterozygous
12 109201563 SSH1 G A p.R193W Heterozygous
13 32945095 BRCA2 G A p.W2830* Heterozygous
15 39874463 THBS1 G A p.R46H Heterozygous
15 43545745 TGM5 G A p.R215W Heterozygous
19 41084418 SHKBP1 G A p.R129W Heterozygous
20 4163484 SMOX G A p.G431E Heterozygous
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5.1.6. Avaliacao da variacdo do numero de cépias (CNV) dos genes da linhagem

A analise do Nanostring para CNV foi realizada para a linhagem celular e o DNA
constitutivo. Dentre todos os genes avaliados, foram encontradas 43 alteracdes
somaticas, incluindo 30 regides com amplificacdao, contendo genes como MYC, TP53,
EGFR, TERT, AKT3, MAPK7, BIRC2, YAP1 e 14 perdas, contendo genes como KIT, RB1,
BRCA2 e APC (Tabelas 8 e 9).

Para expandir a andlise para além dos 87 genes do painel NanoString, a CNV
também foi investigada a partir dos dados do WES. O WES mostrou 79 regides
cromossOmicas abrigando um grande nimero de genes com CNV. Foram encontradas
35 regides de amplificagdo, com 9 delas apresentando alta amplificagcdo, abrigando
genes como MYNC, ALK, PIK3CA, BIRC3, ERCC4 e PALB2 (Tabela 8). Dele¢cdes foram
encontradas em 44 regides, abrigando genes como MLH1, PDGFRA, APC, MET e RB1 e
dele¢bes homozigoéticas foram encontradas em 8 regides (Tabela 9). Muitos dos genes
amplificados estdo relacionados com as vias de sinalizagao PI3K-AKT e MAPK. Outras
regides alteradas abrigam genes relacionados principalmente com o processo de
reparo do DNA, apoptose e fatores transcricionais. Além disso, a linhagem celular
apresentou alteragdes nos receptores tirosina-quinase, como amplificacdo de EGFR e
ALK e delegao de PDGFRA e MET.

Em relagdo a CNV presente no tumor primario, o nimero de CNV foi reduzido em
comparacdo com a linhagem celular HCB-514, com 4 regides de amplificacdo e 10
regioes de delecdo. Mais uma vez, tanto o tumor primdrio como a linhagem celular
compartilhavam de algumas destas alteragdes, tais como amplificacdo de MYCN e ALK

e delecdo de PDGFRA, KIT, IL2, FBXW7, MET e ATM (Tabelas 8 e 9).
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Tabela 8 - RegiGes com amplificacdo no nimero de cdpias na linhagem HCB-514.

Chromosome
CNV Cytoband Cancer genes
Region
chrl Amplification  p36.33; q32.1
High
chrl I 032.1- 943 H3F3A, FH
amplification
chrl Amplification  q43; q43 - q44
chr2 High p25.3 - p22.3 MYCN, C2orf44, NCOA1, DNMT3A, ALK
amplification
High
chr2 I p22.3 - p21 EML4
amplification
. MSH2, MSH6, FBXO11, BCL11A, REL, XPO1, IGL@, TTL, PAX8, ERCC3,
chr2 Amplification  p21-g33.1
CHN1, HOXD13, HOXD11, NFE2L2, PMS1, SF3B1
chr2 Amplification  ¢37.3
chr3 High g11.1 - 26.1 TFG, CBLB, GATA2, RPN1, FOXL2, WWTR1, GMPS, MLF1
amplification
High
chr3 L 026.1 - 929 EVI1, PIK3CA, SOX2, ETVS5, EIF4A2, BCL6, LPP
amplification
High
chr3 - q29 TFRC
amplification
chr5 Amplification  p15.33 - p11 IL7R, LIFR
chré Amplification  q12
chr7 Amplification  p22.3 - q11.21 CARD11, PMS2, ETV1, HNRNIIDI?ZZFBll,EI-g?:éAQ, HOXA11, HOXA13, JAZF1,
chrs Amblification 23.3 - q24.3 PCM1, WRN, WHSCI1L1, FGFR1, HOOK3, TCEAL, PLAG1, CHCHD7, NCOAZ2,
P peo.s - qes. HEY1, COX6C, EXT1, MYC, NDRG1, RECQL4, C80rf33
chr9 Amplification 32
chril Amplification q12.3 - q13.4 MEN1, CCND1
chril Amplification  q13.4 - q22.1 NUMAL, PICALM, MAML2
High
chrll amplification g22.1 - g22.3 BIRC3
chri2 Amplification  p13.33
chrl2 Amplification  g23.1 - q24.33 ALDH2, PTPN11, BCL7A
o CCNBL1IP1, TRA@, NKX2-1, NIN, KTN1, GPHN, TSHR, TRIP11, GOLGAS5,
chri4 Amplification  ql11.1 - q32.33
DICER1, TCL6, TCL1A, BCL11B, AKT1, IGH@
chrl5 Amplification g21.3 - q26.3 FLJ27352, TCF12, PML, NTRK3, IDH2, CRTC3, BLM
chrl6 Amplification  p13.3
High TSC2, CREBBP, CIITA, SOCS1, TNFRSF17, ERCC4, MYH11, PALB2, IL21R,
chrlé amplification ~ P13-3-P11.2 FUS
chrl7 Amplification  p13.3-qll.2 YWHAE, USP6, TP53, PER1, GAS7, MAP2K4, NF1, SUZ12
High
chr18 amplification pi1.31
o p11.31 -
chrl8 Amplification
pl1.23
chrl8 Amplification pl11.1-g23 ZNF521, SS18, MALT1, BCL2
chrl9 Amplification  p13.2
chr20 Amplification  p13-q13.33 ASXL1, MAFB, TOP1, SDC4, GNAS, SS18L1




50

Tabela 9 - RegiGes com dele¢do no nimero de cdpias na linhagem HCB-514.

Chromosome

- Event Cytoband Cancer genes
Region
chrl Deletion pl1.2-9g21.1
chr2 Deletion 033.1-q37.3 CREBL1, IDH1, ATIC, FEV, PAX3, ACSL3
chr2 Deletion g37.3
chr3 Deletion p26.3 - p12.3 SRGAP3, FANCD2, VHL, PPARG, RAF1, XPC, MLH1, MYD88,
CTNNB1, SETD2, BAP1, PBRM1, FHIT, MITF, FOXP1
chr3 Deletion g26.1
chr4 Deletion p16.3 - pl16.1 FGFR3, WHSC1
chr4 Deletion pl6.1
chr4d Deletion pl6.1-9g22.1 SLC34A2, PHOX2B, FIP1L1, PDGFRA, CHIC2, KIT, KDR
Homozygous
chr4 deletion G22.1
chr4d Deletion g22.1 - 926 RAP1GDS1, TET2
chr4 Deletion 026 - q35.2 IL2, FBXW7
chr5 Deletion p15.33
chr5 Deletion gl1.1-9g13.2 IL6ST, PIK3R1
chr5 Deletion gl3.2
chr5 Deletion g13.2-9g31.3 APC
chr5 Deletion 031.3-035.3 PDGFRB, CD74, ITK, EBF1, RANBP17, TLX3, NPM1, NSD1
chr5 Deletion g35.3
chr7 Deletion gl1.21-qg22.1 SBDS, ELN, HIP1, AKAP9, CDK6
chr7 Deletion g22.1
Homozygous
chr7 deletion g22.1
chr7 Deletion g22.1 - 935 MET, SMO, CREB3L2, KIAA1549, BRAF
chr7 Deletion 035 -q36.3 EZH2, MLL3
chr9 gzr;iooz%/gous pl3.2 - pl13.1
chr9 Deletion p13.1-pl2
Homozygous
chr9 deletior¥g pl2 - p11.2
chr9 Deletion p11.2 - gq13
chr9 Deletion gl3
chr9 Deletion g21.11
chr9 Deletion g21.32
. ATM, DDX10, POU2AF1, SDHD, PAFAH1B2, PCSK7, MLL, DDX®6,
chrll Deletion g22.3 - 25 CBL. ARHGEF12, FLI1
chrl3 Deletion gll-qg34 CDX2, FLT3, BRCA2, LHFP, LCP1, RB1, ERCC5
chrl8 Deletion p11.32 - p11.31
chrl8 Deletion p11.23 - p11.21
chrl8 Deletion pl1.21
chrl9 Deletion gl13.42
chr21 Deletion gl1.2 - g22.12 OLIG2, RUNX1
chr21 Deletion 22.2 - q22.3 TMPRSS2, U2AF1
chrX Deletion g24
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Tabela 10 - RegiGes com alteracdo no nimero de cdpias no tumor.

Chromosome
CNV Cytoband Cancer genes
Region
chrl Deletion p21.1
chr2 Amplification p25.3-p22.3 MYCN, C2orf44, NCOA1, DNMT3A, ALK
Homozygous
chr2 deletion p22.3
High
chrs amplification q23
chr3 Deletion q26.1
chr4 Deletion pl16.3 - pll FGFR3, WHSC1, SLC34A2, PHOX2B
chrd Deletion a1l -a35.2 FIP1L1, PDGFRA, CHIC2, KIT, KDR, RAP1GDS1, TET2, IL2, FBXW?
chrs Deletion p15.33
chrb Deletion gq13.2
chr7 Amplification pl1.2
chr7 Deletion pll.2-q36.3  SBDS, ELN, HIP1, AKAP9, CDK6, MET, SMO, CREB3L2, KIAA1549, BRAF,
EZH2, MLL3
chril Deletion q22.3-q25 ATM, DDX10, POU2AF1, SDHD, PAFAH1B2, PCSK7, MLL, DDX6, CBL,
ARHGEF12, FLI1
chri8 Deletion p11.32-
pl11.31
High
chrig amplification ~ P11.31
chrX Amplification q23

Em negrito estdo as altera¢des encontradas também na linhagem HCB-514.

5.1.7. Avaliagdo da expressao génica na linhagem HCB-514

A partir do painel PanCancer Pathways Nanostring, o perfil de expressdao de
mMRNA da linhagem HCB-514 foi comparado ao da linhagem de queratindcito normal,
HaCat. Os resultados foram normalizados utilizando os genes housekeeping. Foram
considerados diferencialmente expressos os genes que apresentaram fold-change de 4

e p<0,01.
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Figura 10 - Heatmap dos mRNA diferencialmente expressos na HCB-514 em
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comparacdo a HaCat.

Dentre os mRNAs com expressdo reduzida na HCB-514, encontram-se AKT3 e
WNT10A, envolvidos na via de regulacdo da transicao epitélio-mesenquimal, e DUSP6,
cuja proteina esta envolvida na inativacdo da sinalizacdo de ERK. Dentre os mRNAs
com expressdao aumentada estdao com funcdo de receptores de interlecucinas, ILR6 e
IL12RB2 e receptores relacionados com a regul¢gdo do microambiente imunoldégico

local, TLR2 e TLR4.
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5.1.8. Integracao entre CNA e expressao génica na linhagem HCB-514

Integrando os resultados de CNA com os de expressao génica, verificou-se que os
genes amplificados BIRC3 e PAX8 também estdo com expressao aumentada. Além
disso, os genes deletados CBL e CDK6 também apresentaram redugao de expressao. A
funcdo de BIRC3 esta relacionada com a inibicdo de apoptose e regulagdo de TLRs. A
funcdo de PAX8 esta relacionada com fator transcricional. O CBL codifica uma enzima
que é recrutada para sinalizar substratos para degradag¢ao no proteassoma. Ja CDK6

tem funcdo no ciclo celular.

5.1.9. Avalia¢ao do potencial tumorigénico da linhagem HCB-514 em

camundongos

Para avaliar se a linhagem tumoral estabelecida neste trabalho teria capacidade
de formar tumor in vivo, ela foi inoculada em camundongos NSG, conforme descrito na
sessdo de materiais e métodos. Apds inoculacdo das células (dia 0), os animais
apresentaram bom estado geral, com boa absor¢ao do matrigel, sem perda de peso ao
longo dos dias. No 5°dia, foi possivel visualizar um pequeno nédulo tumoral no grupo
gue recebeu maior nimero de células (1x107) e, no 7° dia, também foi visualizado
nédulo de menor tamanho no grupo com menor nimero de células (5x10°) (Figura 10).
No 9° dia, os nddulos foram medidos. Este procedimento foi realizado ao menos 2
vezes por semana. Ao longo do experimento, a média do volume tumoral para o grupo
gue recebeu 1x107 células foi de 141,85 mm> no 9° dia, e de 653,30 mm> no 16° dia.
No grupo que recebeu 5x10° a média foi de 87,57mm?> no 9°, e 497,53 mm?> no 16° dia

(Tabela 12).
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Figura 11 - Imagens dos animais antes da inoculacdo (Dia 0) e ao longo do crescimento
tumoral apds inoculagdo, quando foram feitas as medidas com paquimetro. A regido

tumoral estd em destaque .
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Figura 12 - Imagem do animal 03 injetado com 5x10° células HCB-514, no 28° dia apos

inoculacgao.

Tabela 11 - Média (¢ E.P.M.) do volume tumoral (em mm?®) em cada grupo.

Dias 1x10’ 5210°

9° 141,85:31,55  87,57%33,32
12° 504,75+207,77  401,25+37,94
14° 609,45+140,14  405,40+38,77
16 653,30+117,32  497,53£62,68
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Do 20° ao 28° dia os animais foram eutanasiados (conforme apresentavam
dificuldade de locomog¢do), embora ainda apresentassem bom estado geral. O tumor
foi retirado para histologia e o volume tumoral foi calculado, conforme descrito na

metodologia. A curva do crescimento destes tumores encontra-se na Figura 12.

oy

Animal 01 1x107
Animal 02 1x10”
Animal 03 1x10’
Animal 01 5x10°
Animal 02 5x10°
Animal 03 5x10°

1x107 células  5x10° células

Volume tumoral (mm°)

#02
Animal 01 1x10’
Animal 02 1x107
Animal 03 1x10’
“* Animal 01 5x10°

Animal 02 5x10°

Animal 03 5x10°

oy

Peso dos animais (g)

Figura 13 - A) Imagens dos tumores apds excisdao. Graficos contendo B) volume
tumoral e C) peso de cada animal ao longo das medicdes.
5.1.9.1 Avaliagdo histopatoldgica e imunoistoquimica dos tumores xenograficos da

HCB-514

Através da avaliacdo histopatoldgica das laminas coradas com H&E, todos os
tumores excisados apresentaram desmoplasia (formacdo de tecido conjuntivo fibroso)
ao redor de grupos de células tumorais HCB-514 (Figura 13). Tal efeito ocorre uma vez
gue o estroma do camundongo passa a interagir com as células do xenotransplante.
Além disso, a auséncia de marcacdo no centro dos nichos de células tumorais,
juntamente com os nucleos de menor tamanho verificados com H&E, indicam
processo de queratinizacdo na regido, provavelmente devido a distancia em que as
células HCB-514 desta regido se encontravam dos vasos sanguineos do camundongo.
Alguns tumores também apresentaram infiltracdo na fibra muscular dos

camundongos.
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Os tumores retirados apds experimento foram processados e submetidos a
imunoistoquimica para p16, p40, ki-67 e p63, conforme detalhado na metodologia. Os
tumores apresentaram positividade para a proteina pl1l6, com padrdao de marcacao
tanto nuclear quanto citoplasmatico, tal como a marcagdo encontrada no tumor da
paciente e no cell block da linhagem da Figura 6 desta tese. Também houve
positividade para p40, com padrao de marcagao nuclear, tal como encontrado nas
amostras citadas (se¢do). Adicionalmente, também foi houve posisitvidade para as

proteinas p63 e ki-67, com padrao de marcag¢ao nuclear (Figura 13).

Figura 14 - Imagens representativas a marcacdao de H&E e imunoistoquimicas dos
tumores de HCB-514 retirados dos camundongos. As imagens sdao do animal 3,
inoculado com 5x10°. Os anticorpos estdo indicados na figura. H&E (hematoxilina-
eosina).
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5.2 Avaliacdo do potencial antineoplasico de extratos naturais em linhagens de

colo uterino

5.2.1. Triagem inicial com extratos brutos obtidos de diferentes plantas

A triagem foi realizada com os seguintes extratos: 1, 2, 3, 7, 8, 10, 14-1, 15-I, 16-I,

17, 18, 19, 21-l. Todos foram obtidos a partir das folhas das respectivas plantas,

indicadas na tabela 12. Os mesmos foram diluidos em dimetilsulféxido (DMSO), na

concentra¢do de 50 mg/mL, sendo esta a concentracdo da solucdo de estoque. As

doses testadas variaram de 2,5 pg/mL até 300 pg/mL.

Tabela 12 - Identificacdo dos extratos testados.

Identificacdo dos Nome Popular Nome Cientifico Familia Registro
Extratos
143407
1 Pau pombo Tapirira guianensis Fabaceae
BHCB
Astronium 143403
2 Gongalo-Alves Anacardiaceae
fraxinifolium BHCB
Pimenta-de- 43397
3 Xylopia aromatica Annonaceae
Macaco BHCB
143400
7 Araticum Annona crassiflora Annonaceae
BHCB
143404
8 Negramina Siparuna guianensis Siparunaceae
BHCB
11486
10 Marcela Achyrocline alata Asteraceae
CG/MS
Pata-de-vaca 161589
14-1 Bauhinia variegata Fabaceae
lilds BHCB
Pata-de-vaca Bauhinia variegata 161590
15-| Fabaceae

branca

candida

BHCB
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161588
16-1 Pata-de-viado Bauhinia ungulata Fabaceae
BHCB
44998
17 Pixirica-da-mata Miconia cuspidata Melastomataceae
HUFU
56558
18 Canela de velho Miconia albicans Melastomataceae
HUFU
59592
19 Pixirica-agu Miconia chamissois ~ Melastomataceae
HUFU
Stryphnodendron 169871
21| Barbatimao Fabaceae
adstringens BHCB

Os valores de ICsg estdo representados no grafico abaixo, com destaque para o

extrato 7 (Figura 14).
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Figura 15 - Efeito dos extratos de diferentes espécies de plantas nas linhagens tumorais
de colo uterino. A viabilidade celular foi mensurada apds 72 horas, através do ensaio
de MTS. Os resultados foram expressos como a porcentagem média + S.E.M. das
células vidveis em relacdo a porcentagem da viabilidade do grupo DMSO sozinho
(viabilidade considerada como 100%). A concentracdao de IC50 foi calculada por
regressao nao-linear usando o Graphpad Prism software. Os dados representam a
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media de pelo menos dois experimentos independentes feitos em triplicata. N.D.=ndo
determinado

5.2.2. Triagem com particoes obtidas da planta Annona crassiflora

Dentre os extratos testados, aquele obtido a partir da planta Annona crassiflora
(7) foi o que apresentou melhor resultado na reduc¢do da viabilidade celular nas
linhagens de colo uterino. Como extratos brutos sdo compostos por uma grande
diversidade de substancias, para a continuagdo do estudo, este extrato foi
particionado para avaliar qual particdo apresentaria resultados mais préximos aos do
extrato.

Para estes ensaios, pelo fato de as partigdes terem uma composi¢ao um pouco
mais pura do que os extratos brutos, determinou-se que a curva de concentragdes
seria de até 50 pg/mL. Esse valor foi baseado em publicagdes do 6rgdo americano NClI,
gue considera que um composto natural tenha potencial antitumoral contanto que a
concentragdo para obter tal efeito ndo ultrapasse 30 pug/mL (SUFFNESS & PEZZUTO,
1990 apud DE MESQUITA et al., 2009)®. As concentraces testadas foram: 0,78; 1,56;
3,13; 6,25; 12,50; 25,00 e 50,00 pg/mL.

Na figura 15 estdo representados os valores das ICso de todas as particOes
testadas. Todas elas apresentaram capacidade de reduzir a viabilidade em pelo menos
trés linhagens. No entanto, as menores médias de ICso foram das particées C e D
(Tabela 13). Logo, na proxima etapa, foram utilizadas as fracdes referentes a estas

particdes para ensaio.
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Figura 16 - Efeito das particoes hidroalcodlica (A), cloroférmica (C) e acetato de etila
(D) e de A. crassiflora nas linhagens tumorais de colo uterino. A viabilidade celular foi
mensurada apés 72 horas, atarvés do ensaio de MTS. Os resultados foram expressos
como a porcentagem média + S.E.M. das células viaveis em relacdo a porcentagem da
viabilidade do grupo DMSO sozinho (viabilidade considerada como 100%). A
concentracgao de ICsg foi calculada por regressao nao-linear usando o Graphpad Prism
software. Os dados representam a média de pelo menos dois experimentos
independentes feitos em triplicata. N.D.=ndo determinado.

Tabela 13 - Valores de ICsg em pg/mL (médiatD.P.) das particdes da Annonna
crassiflora nas linhagens tumorais de colo uterino.

Particdes CaSki SiHa HtTA-1 Hela 'cso Média
7A 12,17+2,32 >50 20,13+4,14 30,99+3,89 21,10
7C 15,56+1,85 28,54+4,81+ 2,27+0,11 9,45+2,25 13,96
7D 7,0310,43 37,21+16,41 10,08+0,58 17,11%0,12 17,86

5.2.3. Triagem com fragdes obtidas da planta Annona crassiflora

Nesta nova etapa, foram testadas 10 fracdes obtidas da paticdo cloroférmica e
09 fracOes obtidas da particdo acetato de etila. As doses foram as mesmas utilizadas

para as particoes (de 0,78 até 50 pg/mL). Devido a grande quantidade de fracGes a
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serem testadas, optou-se por iniciar o screening apenas com 2 linhagens para depois
testarmos somente as fragGes que apresentaram atividade, dentro dessas doses, nas
demais linhagens.

Inicialmente, as fragGes foram testadas nas linhagens Hela e SiHa. Apds 72 de
tratamento, as fracdes nomeadas de: 7C18, 7C22, 7C39, 7C52, 7D7, 7D10, 7D37 nado
apresentaram efeito em nenhuma dose testada, ndo sendo, portanto, testadas nas
demais linhagens.

Nas figuras 16 e 17 estdo representados os valores das ICso de todas as fragdes
testadas. Considerando a citotoxicidade nas quatro linhagens, o efeito mais evidente
foi observado na fracdo 7C24, com média das linhagens de 25 ug/mL, seguida pelas

fragdes 7C28 (27 ug/mL), 7D13 (27 pg/mL) e 7D1 (31 pg/mL) (Tabela 13).
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Figura 17 - Efeito das diferentes fracdes da particdo cloroférmica de A. crassiflora nas
linhagens tumorais de colo uterino. A viabilidade celular foi mensurada apds 72 horas,
atarvés do ensaio de MTS. Os resultados foram expressos como a porcentagem média
+ S.E.M. das células vidveis em relacdo a porcentagem da viabilidade do grupo DMSO
sozinho (viabilidade considerada como 100%). A concentracao de ICs foi calculada por
regressao nao-linear usando o Graphpad Prism software. Os dados representam a
media de pelo menos dois experimentos independentes feitos em triplicata. N.D.=ndo

determinado.
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Figura 17 - Efeito das diferentes fracdes da particdo acetato de etila de A. crassiflora
nas linhagens tumorais de colo uterino. A viabilidade celular foi mensurada apds 72
horas, atarvés do ensaio de MTS. Os resultados foram expressos como a porcentagem
média = S.E.M. das células vidveis em relagdo a porcentagem da viabilidade do grupo
DMSO sozinho (viabilidade considerada como 100%). A concentracdo de ICso foi
calculada por regressdao nao-linear usando o Graphpad Prism software. Os dados

representam a media de pelo menos dois experimentos independentes feitos em
triplicata. N.D.=ndo determinado.



63

Tabela 14 - Valores de IC5o em pg/mL (médiatD.P.) das fracGes de A. crassiflora e
cisplatina (quimioterapico usado na pratica clinica).

Fragdes CaSki SiHa Hela ca-1 |c50 Média

7C24  34,81+3,67 33,88+4,17 15,9610,89 15,0115,19 24,92
7C25  41,14+6,86 >50 35,55+1,06 23,9218,74 33,54
7C28  29,13+8,34 35,858,29 27,7+2,86 13,915,16 26,65
7C45 >50 >50 39,64+0,86 31,95+10,66 35,80
7C57 >50 >50 32,58+0,69 14,3046,76 23,44
7C60  32,1148,90 >50 23,47+10,56 17,4+4,13 24,33
7D1 32,5518,17 34,9416,09 33,2513,88 23,2215,67 30,99
7D8 37,7945,36 >50 35,36%3,59 30,9649,15 34,70
7D13  15,05+10,22 41,01+5,53 25,4617,12 25,2916,21 26,70

7D18 >50 >50 31,4248,55 33,94+10,88 32,68
7D26 >50 >50 >50 21,98+0,83 21,98
7D31 >50 >50 47,97+0,60 >50 47,97

Cisplatina 2,49+1,50 13,01+0,16 09,36%0,65 8,70+1,45 8,39

Valores em negrito indicam as fracdes que tiveram efeito para as 4 linhagens avaliadas.

5.2.4. Identificagcdao de grupos de compostos e provaveis moléculas na espécie
A. crassiflora

Através do estudo fitoquimico, foi detectada a presenca de alguns grupos de
metabdlitos secundarios, descritos na tabela abaixo (Tabela 15).
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Tabela 15 - Deteccdo de compostos secundarios presentes nos extratos da planta A.

crassiflora através de estudo fitoquimico.

Esteroides

Plantas . . Flavonoides  Saponinas Taninos Alcaloides Cumarinas
Triterpenoides
7EB - + + + + +
7A - + - + +
7C - + - + + +
7D - + - + - +

7EB (extrato bruto de Annona crassiflora); A (particdo hidroalcdolica), , C (particao
cloroférmica), D (particdo aceto de etila); + (resultado positivo); - (resultado negativo).

A fim de identificar quais seriam as possiveis moléculas presentes em algumas
das particdes ou fragdes que tiveram efeito na viabilidade das células, foi realizada a
espectrometria de massas ESI (-) FT-ICR para a particdo 7C e as fracbes 7C24. O perfil
de massa foi analisado na magnitude de 100 até 700 m/z (Figura 19 e 20). Com este

perfil, foi possivel identificar algumas das moléculas presentes (Tabela 16 e 17) .
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Tabela 16 - Estruturas propostas por ESI(-)FT-ICR MS para a parti¢cdo 7C

m/z m/z teérica  Erro  DBE [M-H]T Possivel molécula Referéncia
mensurada (ppm)

243.06422 243.0636 -2.56 10 [C1oH7NgO,-H+]- N.I. -

281.24884 281.2486 -0.85 2 [C1gH330,- H+]- (2)-9-Octadecenoic acid (acido oleico) KNApSAcK dtabase; e
85

311.16891  311.16846  -1.44 1 [CaoH23NgOg-H+]- N.I. -

321.05954 321.05891 -1.98 10 [C11HgNgOg-H+]- N.I. -

353.08821 353.08781 -1.13 8 [Ci6H1704- H+]- Acido 4-0-E-cafeoilquinico 86

371.11991 371.1195 -1.11 2 [C13H23015- H+]- N.I. -

87

463.08891 463.0882 -1.53 12 [C21H16015- H4]- Quercetin 3-0-glucoside

499.06575 499.06624 0,97 8 [C11H15N8015-H+]- N.I -
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595.13169 595.1318 0.18 18 [C37H23N401,- H4]- N.I. -
645.12426 645.12414 -0.17 9 [C17H25NgO19-H+]- N.I. -

DBE (equivalente de duplas ligagdes); m/z (razdo massa sobre carga); N.I. (Ndo identificada).
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Tabela 17 - Estruturas propostas por ESI(-)FT-ICR MS para a fracdo 7C24

m/z m/z Erro DBE [M-H] Possivel molécula Referéncia
mensurada tedrica (ppm)
281.24879 281.2486 -0.66 2 [C1gH3305- H+]- (2)-9-Octadecenoic acid (acido oleico KNApSAcK database; 84;85
331.0826 331.0823 -0.28 10 [Ci7H1505- H4]- N.I. -
431.09868 431.0984 -0.72 12 [C31H19010- H+]- kaempferol-3-O-rhamnoside 88, 89
505.30244 505.3018 -1.23 33 [Co5Ha5010- H+]- N.I. -
593.15213 593.153 1.55 1 [C15H33N505,- H+]- N.I. -

DBE (equivalente de duplas ligagcdes); m/z (razdo massa sobre carga); N.I. (N3o identificada).
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Dentre as fragOes testadas, 7C24 foi uma das que apresentaram menores valores
de ICso. Por isso, foi selecionada para os ensaios funcionais a fim de melhor

caracterizar seu efeito nas linahgens de colo uterino.

5.2.3.1. Modulagao de vias de sinalizagao por7C24 de Annona crassiflora

Para investigar o efeito de 7C24 em alguns processos celulares, como o de
morte, as células SiHa e Hela foram tratadas como seus respectivos valores de ICsq
com 7C24 (33,88 e 15,96, respectivamente) e cisplatina (13,01 e 9,36,
respectivamente). Apds 24 h, foi realizado o Western blotting. Nestas condic¢des, foi
detectada clivagem de PARP e fosforilagdo da histona H2AX para SiHa e um aumento
desta clivagem e de p-H2AX para a linhagem mais sensivel, Hela, indicando morte
celular programada, bem como dano ao DNA. Além disso, para a linhagem SiHa, 7C24
induziu o aumento de p21, enquanto a cisplatina induziu a reducdo desta proteina. Na
Hela, ambos os tratamentos induziram reducdo de p21 (Figura 21). As altera¢des nesta

proteina sdo indicativas de modulac¢do do ciclo celular.

Siha Hela
DMSO + + 2 + + .
7C24 = h = = & .
Cisplatina - - + - - +
PARP total Y TN SRS PR e ———
PARP clivada e e —

Alfa-tubulina |“=— s— e S S S

Figura 21 - Avaliacdo do efeito de 7C24 em proteinas envolvidas em processos
celulares nas linhagens SiHa e Hela. As células foram tratadas por 24 h e, apds
extracdo das proteinas, foi realizado o Western blotting. + (presente), - (ausente).

5.2.3.2. Avaliagao do ciclo celular com a fragao 7C24 de Annona crassiflora

Para avaliar o efeito de 7C24 no ciclo celular, a linhagem SiHa recebeu

tratamento com a ICsg desta fracdo. Apds 24 h, as células foram submetidas ao
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procedimento para marcacdo de seu DNA com iodeto de propideo e analizadas em
citébmetro de fluxo, conforme descrito anteriormente. Os resultados mostraram parada
do ciclo em GO/G1, demonstrada pelo aumento significativo de células nesta fase (de

80,2 para 85,2%), com redugdo na fase S (de 12,0 para 6,5%) (Figura 22).
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Figura 22 - Representacdo dos resultados do ciclo celular na SiHa, 24 h apods
tratamento com 33,88 ug/mL de 7C24. A) Histograma representativo dos resultados.
B) Grafico com os valores e analise estatistica. **p<0,01.
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5.3. Investigacdo da atividade antineopldsica de combi-moléculas, com dupla

fungao (inibidora de EGFR e alquilante do DNA), em linhagens de colo uterino

5.3.1 Avaliacao da viabilidade celular

Apdbs 72 horas de tratamento com as combi-moléculas e com Gefitinibe e
Clorambucil, foi realizado ensaio de MTS, que originou as curvas dose-resposta da
Figura 14. Com relacdo a sensibilidade aos tratamentos, foi encontrado um padrao,
sendo a linhagem SiHa mais resistente, seguida por Hela, HCB-514, C4-l e CaSki
(Figuras 23 e 24, Tabela 18).

Utilizando a linhagem murina de fibroblasto, NIH-3T3, foi possivel calcular o
indice de seletividade (IS) para as moléculas (Tabela 19). Os indices acima de 2 estdo
destacados na Tabela 17. Tanto as moléculas ZR2002 e JS-61 foram seletivas para as
linhagens tumorais C4-l e CaSki. Ja a molécula JS-84 foi seletiva tanto para C4-l e CaSki,
guanto para HCB-514. Interessantemente, as trés moléculas foram mais seletivas do
que a cisplatina. Além disso, uma outra linhagem normal, desta vez humana, foi
utilizada para comparar os efeitos dos tratamentos. Usando como parametro a
linhagem humana normal de queratinécito, HaCaT, os indices de seletividade de
ZR2002 foram maiores do que 15 vezes para Hela, C4-l, CaSki e HCB-514, enquanto
para SiHa este indice foi de 2,2 vezes. A seletividade de JS-84 para C4-l, CaSki e HCB-
514 foi semelhante a seletividade determinada com NIH-3T3. Ja a molécula JS-61 nado
se mostrou seletiva usando a HaCaT como pardmetro, embora tenha apresentado
valores préximos a 2 nas mesmas linhagens para as quais houve seletividade com NIH-
3T3 (C4-l1 e CaSki). Para cisplatina, ainda ndo foi possivel determinar o IS, pois as
triplicatas ainda nao estao completas.

A partir deste ensaio, foram selecionadas uma linhagem mais resistente, a SiHa,
uma mais sensivel, a CasKi e a linhagem estabelecida neste trabalho, a HCB-514 para
os demais ensaios funcionais. Além disso, uma vez que as combi-moléculas ZR2002 e
JS-84 demonstraram maior eficiéncia do que JS-61, elas foram selecionadas para a
realizacdo dos demais ensaios. Uma vez que o intuito desta investigacdo é também
comparar o efeito das combi-moléculas, tanto com a combinacdo de Gefitinibe +
Clorambucil e com a Cisplatina, foram selecionadas duas doses, que contemplassem

todos os valores de ICsq das linhagens. Desta forma, em uma mesma concentragao,
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serd possivel avaliar qual efeito cada droga causa em células que apresentam
diferentes perfis de sensibilidade. Neste sentido, as doses selecionadas foram 2 e 20

UM,
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Figura 23 - Curvas dose-resposta das combi-moléculas testadas em linhagens tumorais
de colo uterino, na NIH-3T3 e na HaCaT. A viabilidade celular foi mensurada apds 72
horas, através do ensaio de MTS. Os resultados foram expressos como a porcentagem
média £ E.P.M. das células viaveis em relacdo a porcentagem da viabilidade do grupo
DMSO ou NaCl 0,9% sozinhos (viabilidade considerada como 100%) através do
Graphpad Prism software. Os dados representam a média de pelo menos dois
experimentos independentes feitos em triplicata.
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Figura 24 - Efeito das combi-moléculas em linhagens tumorais de colo uterino. A
viabilidade celular foi mensurada apdés 72 horas, através do ensaio de MTS. A
concentracao de IC50 foi calculada por regressdao ndo-linear usando o Graphpad Prism
software. Os dados representam a média de pelo menos dois experimentos
independentes feitos em triplicata. As barras que ultrapassam o eixo y indicam valores

maiores do que a maior dose testada.

Tabela 18 - Valores de ICsp em uM (Média + E.P.M.).

Clorambucil Gefitinibe Gef+Clor ZR2002 Js-84 JS-61 Cisplatina

’\3“12 >200 541,2 4+1,8 0,079+0,023 4,2+1,6 11,514+6,5 8,5%2,6
HaCaT 138,8%1,8 3,940,6 3,940,6 1,0£0,03 5,0%0,9 4,49+0,66 4,610,7.
SiHa >200 24426 3544 0,446+0,088 54,3+3,03 44,516 39+4,4
Hela >200 20+0,4 22,7+1,1 0,058+0,018 5,510,584 40,4+10,9 33+9,5
Ca-l >200 940,8 13,840,9 0,020+0,0017 0,448+0,0866 3,06+0,12 6,911
CaSki 48+10,7 1,6+1,4 3,940,1 0,015%0,006 0,151+0,111  2,42+1,23 2+0,6
HCB-

5i4 135,240 15,443,1 19+14,8 0,049+0,025 1,889+0,419  16,8+0,3 40,4
Média N.D. 14 19 0,112 12,46 21,44 17

Média ndo inclui os valores de NIH-3T3 e HaCaT.
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Tabela 19 - indice de seletividade (IS) das combi-moléculas.

Tratamentos Gefitinibe Clorambucil gs::::?j;-l ZR2002 JS-84 JS-61 Cisplatina
SiHa 0,2 0,2 N.D. N.D. 0,1 0,1 0,2 2,2 0,1 0,1 0,3 0,1 0,2 8,5
Hela 0,3 0,2 N.D. N.D. 0,2 0,2 1,4 17,2 0,8 0,9 0,3 0,1 0,3 7,2
C4-1 0,6 0,4 N.D. N.D. 0,3 0,3 4,0 50,0 9,4 11,2 3,8 1,5 1,2 1,5.
CaSki 3,1 2,4 N.D. N.D. 1,0 1,0 53 66,7 27,8 33,1 4,8 1,9 4,3 0,4
HCB-514 0,3 0,3 N.D. N.D. 0,2 0,2 1,6 20,4 2,2 2,6 0,7 0,3 2,1 0,9.

Valores em negrito indicam IS acima de 2. N.D. (ndo determinado).

5.3.2. Efeito das combi-moléculas no potencial de migragao celular

Para o ensaio de migracdo, 2,5 x 10’ células foram adicionadas a cada inserto e
os tratamentos utilizados foram: DMSO, cisplatina, gefitinibe + clorambucil, ZR2002 e
JS-84, todos na dose de 20 uM.

Para a linhagem mais sensivel, CaSki, a média no controle foi de 186 células
(100%). Os tratamentos com ZR2002, JS-84, Gef+Clor e Cis apresentaram
respectivamente 99,5; 92,5; 94,2 e 52,8 % de reducdo em relacdo ao controle, todos
significativos.

Para a linhagem HCB-514, a média do controle foi de 401 (100%) células. Os
tratamentos com ZR2002, JS-84, Gef+Clor e Cis apresentaram respectivamente 99,9;
94,0; 77,7 € 87,1 % de reducdao em relagdo ao controle, todos também significativos

Para a linhagem SiHa, enquanto o controle apresentou migracao média de 723
(100%) células por campo, os tratamentos com ZR2002 e Cis apresentaram redugao
significativa de 99,7 e 86,8% das células, respectivamente. Os tratamentos com JS-84 e
Gef+Clor apresentaram a mesma tendéncia, com reducdo de 25,4 e 9,2%,

respectivamente (Figuras 24 e 25).
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Figura 24 - Imagens representativas do ensaio de migracdo por inserto. As células foram tratadas com 20 uM de cada droga para permitir
comparagao dos efeitos das combi-moléculas. Apdés 24h as células foram fixadas e coradas com  HE.
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Figura 25 - Avaliacdo do efeito das moléculas na migracdao celular a partir da
quantificacdo das imagens. As linhagens SiHa, CaSki e HCB-514 (2,5x105 células)
juntamente com as moléculas diluidas em meio sem SFB foram adicionadas no interior
de um inserto, que foi inserido em um pogo contendo meio quimioatrativo (com 10%
SFB). Apds 24h, as células foram fixadas, coradas com HE e montadas em lamina para
posterior fotodocumentacdo. A quantificacdo foi realizada através do programa
Imagel. O resultado representa a média + E.P.M; de dois experimentos realizados em
duplicata.

5.3.3. Efeito das combi-moléculas no potencial de invasao celular

Para o ensaio de invas3o, 2,5 x 10° células foram adicionadas a cada inserto e os
tratamentos utilizados foram os mesmos do ensaio de migracdo, também na dose de
20 uM. Para a linhagem, CaSki, a média no controle foi de 148 células (100%). Os
tratamentos com ZR2002, JS-84, Gef+Clor e Cis apresentaram respectivamente 99,2;
92,6 €99,2, 82,5 % de reducdo em relagdo ao controle, todos significativos.

Para a linhagem HCB-514, a média do controle foi de 400 (100%) células. Os
tratamentos com ZR2002, JS-84, Gef+Clor e Cis apresentaram respectivamente 99;
98,1; 83,2 € 96,5% de reducdo em relacdo ao controle, todos também significativos.

Para a linhagem SiHa, a média de células capazes de invadir o matrigel foi 331
(100%) por campo. Os tratamentos com ZR2002, JS-84 e Cis apresentaram
respectivamente 99,7; 74,1 e 75,4 % de reducdao em relagdo ao controle, todos
significativos. Ja o tratamento com Gef+Clor apresestou uma tendéncia a reducdo de

16,8% (Figuras 26 e 27).
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Figura 26 - Imagens representativas do ensaio de invasao por inserto. As células foram tratadas com 20 uM de cada droga para permitir
comparacao dos efeitos das combi-moléculas. Apds 24h as células foram fixadas e coradas com HE.
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Figura 27 - Avaliagdo do efeito das moléculas na invasao celular a partir da
quantificacdo das imagens. As linhagens CaSki e HCB-514 (2,5x105 células) juntamente
com as moléculas diluidas em meio sem SFB foram adicionadas no interior de um
inserto, que foi inserido em um poc¢o contendo meio quimioatrativo (com 10% SFB).
Apds 24h, as células foram fixadas, coradas com HE e montadas em ldmina para
posterior fotodocumentacdo. A quantificacdo foi realizada através do programa
Imagel. O resultado representa a média + E.P.M; de dois experimentos realizados em
duplicata.

5.3.4. Atividade das combi-moléculas na formagdo de colonia (potencial
clonogénico)

Para este ensaio, foram testadas as doses 2 e 20 uM. Apds 14 dias, foi possivel
verificar uma reducgao significativa nas colonias formadas para todos os tratamentos,
mesmo na menor dose testada e na linhagem mais resistente, SiHa. Para a linhagem
SiHa, esta reducgdo variou de 70,2 a 80,3% nos tratamentos envolvendo inibidores de
EGFR (ZR2002, JS-84, Gef+Clor e Gef), e de 69 a 76% nos tratamentos com cisplatina.
Para a linhagem CaSki, a redugao variou de 81,7 a 88,3 nos tratamentos envolvendo
inibidores de EGFR, e de 62,5 a 89,6% nos tratamentos com cisplatina (Figuras 28, 29 e
230).
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Controle ZR2002 1S-84 Gef+|or Gefitinibe Cispltina

CaSki

SiHa

Figura 28 - Ensaio de formacdo de colonia dependente de ancoragem 14 dias apds tratamento. As células foram plaquedas e tratadas (2 e 20
puM) conforme descrito na segdo de Materiais e Métodos. Os tratamentos foram realizados em um Unico momento e, apds 14 dias, as células
foram fixadas e coradas com o corante cristal violeta para posterior quantificacao.
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ZR2002 2 uM ZR2002 20 uM

CaSki

SiHa

Figura 29 - Imagem aumentada do ensaio de formacdo de coldnia dependente de
ancoragem 14 dias apds tratamento.
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Figura 30 - Quantificacdo do ensaio de formacdo de colonia dependente de ancoragem 14 dias
apods o tratamento com as doses de 2 e 20 uM. As células foram fixadas, coradas com cristal
violeta e a absorbancia do corante diluido foi medida. *** p<0,0001 (em comparagdo com
DMSO) e " p<0,0001 (em comparacdo com NaCl).

5.3.5. Avaliacao da viabilidade na cultura em 3D

Para este ensaio, somente a linhagem SiHa apresentou capacidade de formar
esferoides concisos e estaveis para avaliacdo do efeito dos tratamentoscom as
moléculas hibridas. Apds 10 dias de tratamento, foi posivel observar uma redugdo no
tamanho dos esferoides com JS-84, Gef+Clor e Cis (Figura 31). Nas maiores doses de
ZR2002 houve desagregacao dos esferoides e, mesmo ndo sendo possivel verificar o

tamanho deles, o efeito na reducdo da viabilidade celular foi confirmado através do
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teste Cell Titter-Glo 3D (Figura 32). O valor de ICso foi menor apds tratamento com
ZR2002 (0,051 uM +0,006), seguido por JS-84 (18,25 uM +4,47), Gef+Clor (16,69 uM
13,41 ) e, por fim, Cis (60,76 uM %3,03) (Figura 32A). Uma vez que na maioria dos
ensaios foram utilizadas as doses de 2 e 20 uM, foi feita a comparagao da viabilidade
celular em doses proximas a estes valores. Na dose de 6,25 uM, ZR2002 ja foi capaz de
reduzir a viabilidade celular por completo. Nas doses de 25 uM, JS-84 reduziu 56%,

Gef+Clor reduziu 69% e Cis reduziu 37% (Figura 32B).
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Figura 31 - Imagens representativas dos esferoides da linhagem SiHa 10 dias apds os tratamentos (total de 14 dias em cultura). Os esferoides
foram tratados uma Unica vez com as concentragdes indicadas na imagem para ZR2002, JS-84 e Gef+Clor. As doses utilizadas para cisplatina
foram de 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50 uM. Os controles foram tratados com os veiculos (DMSO ou NaCl 0,9%). *Exceto para cisplatina.
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Figura 32 - Graficos representativos da viabilidade celular dos esferoides da linhagem
SiHa, 10 dias apds tratamento com doses crescentes de ZR2002, JS-84, Gef+Clor e Cis.
A) Curva dose-resposta da viabilidade no ensaio em 3D. B) Porcentagem da viabilidade
em doses proximas a 2 e 20 uM. Os dados representam média + E.P.M. de ao menos
dois experimentos independentes e foram submetidos ao teste ANOVA de uma via,
seguido de Bonferroni. ** p < 0,01; *** p < 0,001; ### p<0,0001 (em compara¢do com
Nacl).

5.3.6. Avaliacdo do efeito dos tratamentos no ciclo celular

5.3.6.1. Distribuicdo nas fases do ciclo celular por citometria de fluxo

Na linhagem CaSki, apds 24 h o tratamento com DMSO, a distribui¢ao das células
nas fases do ciclo foram: 0,74+0,29% em sub-G0/G1, 73,9+10,95% na fase GO/G1,
10+0,94% na fase S E 15,3+10,54% na fase G2/M, com valores semelhantes para para
NaCl 0,9%. Apd 24 h, o tratamento com ZR2002 2 puM levou a um aumento na
porcentagem de sub-GO/G1 para 17,07+0,16%, com reducdo na porcentagem de
células na fase G2/M para 6,15+1,60%, além de uma tendéncia na reducdo da
porcentagem de células na fase S para 6,63+0,94%. Na maior dose, também houve um
aumento na porcentagem de sub-G0/G1 para 3,30+0,52%. O tratamento com JS-84 2
UM também levou a um aumento de sub-G0/G1 para %6,06+0,96, bem como reducgdo
na porcentagem de células na fase G2/M para 6,73+1,37% e tendéncia de reducdo na
fase S5,70+2,37%. Os mesmos resultados foram observados com a maior dose, com
6,47+0,42% em sub-GO/G1, 6,36%1,53% em G2/M e 4,51+1,48% na fase S. Apods
tratamento com Cis 2 uM e 20 pM, verificou-se uma reducdo na fase S para

15,71+4,01% e 5,3441,55%. Apods tratamento com Clor 20 uM houve uma reducdo na
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porcentagem de células na fase GO/G1 para 50,95+3,62%, aumento na fase S para

30,74+7,87% (Figura 33).
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Figura 33 - Efeito das combi-moléculas ZR2002 (2 e 20 uM), JS-84 (2 e 20 uM) e demais
tratamentos na distribuicdo do ciclo celular apds 24 h, na linhagem tumoral cervical
CaSki. A) Exemplo dos histogramas gerados no citdmetro de fluxo. B) Grafico dos
resultados obtidos para cada um dos tratamentos, conforme indicados na imagem. Os
dados representam média + E.P.M. de 3 experimentos independentes e foram
submetidos ao teste ANOVA de uma via, seguido de Bonferroni. * p < 0,05; ** p <0,01;
*** p <0,001.

Na linhagem HCB-514, apds 24 h de tratamento com DMSO, a distribuicdo das
células nas fase sub-GO/G1, GO/G1, fase S e fase G2/M foram, respectivamente,

5,72+1,55%; 62,1+2,35%; 12,75+1,15% e 18,78+1,09%, com valores semelhantes ao
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tratamento com NaCl 0,9%. O tratamento com ZR2002 2 uM induziu o aumento na
porcentagem de células em sub-G0/G1, com reduc¢do nas fases GO/G1 (35,41+0,30%) e
G2/M (6,06+0,1%) do ciclo. Na dose de 20 uM, ZR2002 induziu reducdo em GO/G1
(52,23+2,32%) e uma tendéncia de aumento na fase S (19,24+2,63%). JS-84 2 uM
também induziu aumento na porcentagem de células em sub-G0/G1 (19,41+1,98%) e
uma reducdo em G2/M (11,69%1,49%).). JS-84 20 uM induziu um aumento na
porcentagem em sub-G0/G1 (21,95+1,45%), com uma tendéncia de reducdo nas fases
G0/G1 (55,45%2,23%) e G2/M (11,89+1,29%). O tratamento com Cis 2 uM, induziu um
aumento na porcentagem de células na fase S (24,75%+2,25%) com tendéncia de
reducdo na fase GO/G1 (51,24+2,15%), enquanto Cis 20 puM, induziu aumento na
porcentagem em sub-G0/G1 (26,7+2,81%), reducdo na fase GO/G1 (48,18+3,07%) e na
fase G2/M (10,23%1,36%). O tratamento com Gef+Clor 20 uM induziu uma redugdo na
fase GO/G1(45+1,28%) e um aumento na fase S (22,63+2,11%) (Figura 34).
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Figura 34 - Efeito das combi-moléculas ZR2002 (2 e 20 uM), JS-84 (2 e 20 uM) e demais
tratamentos na distribuicdo do ciclo celular apds 24 h, na linhagem tumoral cervical
HCB-514. A) Exemplo dos histogramas gerados no citdmetro de fluxo. B) Grafico dos
resultados obtidos para cada um dos tratamentos, conforme indicados na imagem. Os
dados representam média + E.P.M. de ao menos 2 experimentos independentes e
foram submetidos ao teste ANOVA de uma via, seguido de Bonferroni (exceto para
Clor, conforme mencionado no texto). * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001.

Na linhagem SiHa, apds 24 h de tratamento com DMSO, a distribuicdo das células
nas fases sub-G0/G1, GO/G1, fase S e fase G2/M foram, respectivamente, 0,28+0,07%;
86,12+1,22%; 6,31+0,07% e 7,48+1,43%, com valores semelhantes ao tratamento com
NaCl 0,9%. Para esta linhagem, somente Clor 20 uM apresentou resultados

estatisticamente significantes, com aumento na porcentagem de células na fase S
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(22,69+3,81%) e na fase G2/M (22,92+3,05%), com tendéncia de reducdo na fase
G0/G1 (55,0746,24). Entretanto, é importante ressaltar que foi possivel notar uma
tendéncia no aumento de células em sub-G0/G1 nos tratamentos com ZR2002 2 uM
(10,91+8,19%) e 20 uM (34,15%+23,45%), e na reducdo na fase GO/Gl a 2 uM
(79,3243,13%) e a 20 uM (52,49+20,57%). O tratamento com JS-84, apresentou
tendéncia em acumulo na fase S do ciclo a 2 uM (17,5947,2) e a 20 uM (16,8014,25%).
O tratamento com Cis também apresentou tendéncia em acumulo de células na fase S

a2 uM (22,4316,73%) e a 20 uM (19,67+5,42%) (Figura 35).
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Figura 35 - Efeito das combi-moléculas ZR2002 (2 e 20 uM), JS-84 (2 e 20 uM) e demais
tratamentos na distribuicdo do ciclo celular apds 24 h, na linhagem tumoral cervical
SiHa. A) Exemplo dos histogramas gerados no citometro de fluxo. B) Grafico dos
resultados obtidos para cada um dos tratamentos, conforme indicados na imagem. Os
dados representam média + E.P.M. de ao menos 2 experimentos independentes e
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foram submetidos ao teste ANOVA de uma via, seguido de Bonferroni. * p < 0,05; ** p
<0,01; *** p<0,001.

5.3.6.2. Expressao de proteinas envolvidas no ciclo celular

Além da citometria de fluxo, também foi avaliada a expressdo da proteina p21,
inibidora do complexo ciclina-quinase dependente de ciclina, apds tratamentos com
ZR2002, JS-84 ou Cis, pela técnica de Western-blot.

Para a linhagem CaSki, a proteina p21 foi avaliada somente para ZR2002, ao
longo de uma cinética de 6, 12 e 24 h. Com o tratamento com a maior dose de ZR2002
(20 uM), é possivel observar auséncia completa de expressao de p21 ja a partir de 6 h.

Com a menor dose (2 uM), p21 encontra-se ausente apds 24 h (Figura 36).

P2l |w= e e
o-tubuling | =R e

Figura 36 - Expressao da proteina p21 na linhagem CaSki apés tratamento com ZR2002
ao longode 6,12 e 24 h.

Para a linhagem SiHa, as proteinas foram avaliadas 24 h apés os tratamentos.
Com ZR2002 20 uM também houve reducao completa da expressao da proteina p21
apos 24 h. Ja com a dose de 2 uM, ndo houve alteracdo. Apds tratamentos com JS-84 e
Cis, em ambas as doses, houve reducdao da expessdo de p21. Além disso, para esta
linhagem, também foi possivel avaliara a expressdo de p27, em todos os tratamentos.
Ap0ds tratamentos com 20 uM de Clor, Gef+Clor e ZR2002, bem como com 2 uM de JS-
84 e Cis, houve reducdo parcial da expressdo de p27. Ja na mior dose (20 uM) de JS-84
e Cis, houve uma reducdo ainda mais evidente.Apds tratamento com ambas as doses

de Gef, houve um aumento na expressdo desta proteina (Figura 37).
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Figura 37- Expressdao das proteinas p21 e p27 na linhagem SiHa apdés 24 h de
tratamento com ZR2002, JS-84 e demais drogas. A) Expressdo de p21; B) Expressao de
p27.

5.3.7. Avaliacao do efeito dos tratamentos nos processos de morte celular

5.3.7.1. Andlise da externalizacdao de fosfatidilserina e integridade da membrana

plasmatica por citometria de fluxo

Para avaliar se mecanismos de apoptose poderiam estar envolvidos na
capacidade das combi-moléculas e demais tratamentos na reducdo da viabilidade
celular, CaSki, HCB-514 e SiHa foram tratadas com as doses de 2 e 20 uM e analisadas
por citometria de fluxo (através da marcacdo de anexina V-PE/7-AAD) apds 24h.

O tratamento com DMSO (controle) na linhagem CaSki, apresentou as seguintes
porcentagens de células em cada um dos quadrantes: 83,2+0,9; 2,22+0,5; 5,911,9;
4,612,3%). As maiores doses de ZR2002 e Gef reduziram significativamente a
porcentagem de células viaveis para 56,9+1,4 e 60,9+5,0%, respectivamente, com um
aumento na porcentagem de células ndo vidveis (marcacdo somente de 7-AAD) para
23,8+1,1% e 24,4+8,8%, respectivamente. Ainda, embora nao siginificativo, é possivel
observar uma maior porcentagem de células em apoptose tardia/necrose nestes
mesmos tratamentos (24,017,9 e 12,2+2,5%, respectivamente). JS-84 20 uM reduziu

significativamente a porcentagem de células viaveis para 60,8+1,3%, com um aumento
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ndo significativo na porcentagem de células nos demais estagios (11,8+2,6% em
apoptose inicial; 17,4+0,8% em apoptose tardia/necrose e 9,0+1,8 % ndo viaveis).

Na menor dose, somente o tratamento com ZR2002 reduziu a viabilidade celular
para 58,3110,2% e aumentou porcentagem de células em apoptose inical para
14,943,5%. O tratamento com Cis promoveu um aumento significativo na
porcentagem de células em apoptose inicial para 7,4+1,3%, quando comparado ao

tratamento com seu veiculo de diluigao, NaCl (3,1+0,5%) (Figura 38).
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Figura 38- Efeito das combi-moléculas ZR2002 (2 e 20 uM), JS-84 (2 e 20 uM) e demais
tratamentos na morte celular apds 24 h, na linhagem tumoral cervical CaSki. A)
Exemplo dos graficos de densidade gerados no citometro de fluxo. B) Grafico dos
resultados obtidos para cada um dos tratamentos, conforme indicados na imagem. Os
dados representam média + E.P.M. de ao menos 2 experimentos independentes e
foram submetidos ao teste ANOVA de uma via, seguido de Bonferroni. * p < 0,05; ** p
<0,01; *** p <0,0001.
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Na linhagem HCB-514, apds tratamento com ZR2002 2 uM houve redugdo na
populacdo de células vidveis para 16,6+1,4% e aumentos na apoptose inicial para
7,842,3%, na apoptose tardia/necrose 44,9+0,4% e na populagdo ndo vidvel para
28,6+0,06%. Embora ndo significativo, apds tratamento com JS-84 2 uM, houve
tendéncia para: redugdo da viabilidade para 70,515,4%, aumento na porcentagem de
apoptose tardia/necrose para 25,2+6,9% e na porcentagem de populagdo ndo viavel
para 17,0£3,0%. Na dose mais alta de ZR2002 (20 uM), houve redugdo da viabilidade
celular para 61,748,2%, aumento na populacdo ndo vidvel para 18,7+4,3% e, embora
nao significativo, ocorreu uma tendéncia ao aumento na porcentagem em apoptose
tardia/necrose para 18,0%£3,9%. Apds tratamento com JS-84 20 uM, houve redugdo na
porcentagem de células vidveis para 43,0+4,2% e aumentos na porcentagem de
apoptose inicial para 7,7t0,4% e na populagdo ndo vidvel para 19,2+4,4%, ainda,
embora ndo significativo, houve aumento na porcentagem de apoptose tardia/necrose
para 23,0£4,0%. Na maior dose, Cis promoveu redugao na populagao de células vidveis
para 35,3+2,5%, e um aumento nas populacdes em apoptose tardia/necrose e na nio

vidvel, respectivamente para 30,314,2% 26,2+4,0% (Figura 39).
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Figura 39- Efeito das combi-moléculas ZR2002 (2 e 20 uM), JS-84 (2 e 20 uM) e demais
tratamentos na morte celular apds 24 h, na linhagem tumoral cervical HCB-514. A)
Exemplo dos graficos de densidade gerados no citdmetro de fluxo. B) Grafico dos
resultados obtidos para cada um dos tratamentos, conforme indicados na imagem. Os
dados representam média + E.P.M. de ao menos 2 experimentos independentes e
foram submetidos ao teste ANOVA de uma via, seguido de Bonferroni. * p < 0,05; ** p
<0,01; *** p<0,0001.

Para a linhagem SiHa, a reducdo da viabilidade para 81,9+6,9% ZR2002 e
aumento nao significativo para 9,7+4,4% tardia. Para as maiores doses reducdo para
ZR2002 67,612,9% e aumento para 11,1+4,5% tardia e 20+7,3 % nao vidveis. Para JS-84
20uM redugdao da porcentagem de células vidveis para 86,2+0,1%. Embora ndo

significativo, houve um aumento nas porcentagens de células para 4,4+ 1,9% inicial,

5,6+1,1% na apoptose tardia (Figura 40).
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Figura 40- Efeito das combi-moléculas ZR2002 (2 e 20 uM), JS-84 (2 e 20 uM) e demais
tratamentos na morte celular apds 24 h, na linhagem tumoral cervical SiHa. A)
Exemplo dos graficos de densidade gerados no citdmetro de fluxo. B) Grafico dos
resultados obtidos para cada um dos tratamentos, conforme indicados na imagem. Os
dados representam média + E.P.M. de ao menos 2 experimentos independentes e
foram submetidos ao teste ANOVA de uma via, seguido de Bonferroni. * p < 0,05; ** p
<0,01; *** p <0,0001.

5.3.7.2. Expressao de proteinas envolvidas na morte celular

Para elucidar o mecanismo de morte celular promovido pelos tratamentos,
avaliou-se a clivagem de PARP, também em 24 h de tratamento. Para a linhagem mais
sensivel, CaSki, houve um aumento da clivagem em todos os tratamentos, exceto Clor.
Esta clivagem foi mais acentuada nos seguintes tratamentos: ZR2002 (2uM), JS-84 (2 e

20uM) e Cis (20uM). Para a linhagem de moderada resposta, HCB-514, a clivagem
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ocorreu nos seguintes tratamentos: ZR2002 (2uM), JS-84 (2 e 20uM). Ja para a mais
resistente, SiHa, somente ZR2002 (2 e 20uM) induziu clivagem de PARP (Figura 41).
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Figura 41- Expressao da proteina PARP em sua forma total (115 KDa) e clivada (89 KDa)
nas linhagens CaSki (A), HCB-514 (B) e SiHa (C) apds 24 h de tratamento com ZR2002,
JS-84 e demais drogas indicadas na figura. As proteinas obtidas foram submetidas a
Western blotting. Os resultados foram obtidos através de ao menos dois experimentos
independentes.

Além de PARP, também foi avaliada a expressdo da proteina caspase-3 nas trés
linhagens, e da caspase-9 na linhagem SiHa. Ambas estdo envolvidas no processo de
apoptose pela via instrinseca. Os resultados na linhagem CaSki estdo descritos a parte,

na proxima secdo (5.3.7.3.).
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Na linhagem HCB-514, houve expressio de caspase-3 clivada apds os
tratamentos com JS-84 (2 e 20 uM), Cis (2 e 20 uM) e ZR2002 (2 uM), sendo esta
expressdao mais pronunciada com os tratamentos Cis (20 uM) e ZR2002 (2 uM) (Figura

42).

HCB-514

N N

Jp & WV S

X f\,‘gw@@@?@@g\ S o"'”\}vq’éo‘g
FE STV 2 P FX S
FIFFESE ¢ £FY ¢ &

Pré-caspase-3 3s«pa “ww

Caspase-3 clivada 13§82 v -

a-tubulina DD TS G S G — =y e -

Figura 42 - Expressdo da proteina caspase 3 (pré-caspase e clivada) na linhagens HCB-
514 apds 24 h de tratamento com ZR2002, JS-84 e demais drogas indicadas na figura.
As proteinas obtidas foram submetidas a Western blotting. Os resultados foram
obtidos através de ao menos dois experimentos independentes.

Na linhagem SiHa, a expressio de caspase-3 clivada foi avaliada apds
tratamentos com ZR2002, JS-84 e Cis, nas doses de 2 e 20 uM. Apds tratamento com
ZR2002, houve acentuada expressdao da proteina. Também foi possivel verificar esta
expressao, mais sutil, apds tratamento com JS-84. Nesta mesma linhagem, também
foiavaliada a expressdo de caspase-9 para todos os tratamentos. Apds 24h, houve uma
acentuada expressdo de caspase-9 clivada com ZR2002 (2 e 20uM). Com os demais

tratamentos, essa expressao foi mais sutil (Figura 43).
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Figura 43- Expressdao das proteinas caspase-3 clivada e caspase-9 (pré-caspase e
clivada) na linhagem SiHa apds 24 h de tratamento com ZR2002, JS-84 e demais drogas
indicadas na figura. A) Expressdo de caspase-3 clivada; B) Expressao de pré-caspase 9 e
caspase-9 clivada.

5.3.7.3. Efeito de ZR2002 na linhagem CaSki apés 6, 12 h de tratamento

A partir da auséncia de expressao de PARP clivada apds tratamento com a maior
dose de ZR2002 (20 uM) tanto na linhagem sensivel (CaSki), quanto na de moderada
resposta (HCB-514), foi levantada a hipdstese de que esta clivagem ja teria ocorrido
anteriormente ao periodo de 24 h. Uma vez que esta dose equivale a um valor
bastante acima das ICsg para estas linhagens, seu efeito poderia ter ocorrido antes das
24 h. Para testar esta hipdtese, a linhagem CaSki foi tratada com ZR2002 (2 e 20 uM)
por tempos mais curtos, 6 e 12 h e a andlise foi feita através da citometria de fluxo e
de Western blotting.

Com relacdo a fosforilacdo de H2AX, foi observado que apds 6h do tratamento
com 2 uM, parece ocorrer o inicio desta fosforilacdo, uma vez que a expressao da
proteina vai se tornando gradualmente mais acentuada com 12 e 24h. Ja na dose de 20
UM, a expressdo ja se encontra acentuada apds 6 h, aumentando apds 12 h e
permanecendo aumentada apés 24h de tratamento.

A expressdo de caspase-3 clivada e PARP clivada apresentou uma cinética um

pouco distinta da p-H2AX, atingindo uma expressdo mais acentuada 12 h apds
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tratamento com 2 uM, mas voltando a reduzir em 24 h. Com 20 pM, a expressao &
mais acentuada apds 6 h, reduzida em 12 h, e ausente em 24 h.

A expressdo de PARP clivada seguiu um padrdao semelhante ao da caspase-3
clivada, com uma unica diferenga: 24 h apds tratamento com 2 uM, a expressao se
manteve como acentuada com em 12

Apdbs 12 h de tratamento o grupo DMSO (controle) apresentou 95,3+0,8% de
células viaveis, 0,6+0,1% de células em apoptose inicial, 2,611,0% de células em
apoptose tardia/necrose e 1,5+0,1% de células ndo vidveis. Apds tratamento com a
maior dose de ZR2002 (20 uM) houve reducdo significativa na porcentagem de células
vidveis para 82,911,0% e aumento na porcentagem de células em apoptose tradia e
ndo vidveis para 11,1+1,8% e 8,5+1,7%, respectivamente. Os resultados em 24 h ja
foram descritos anteriormente. Em 6 h, ndo houve alteracdes pelo ensaio realizado por

citometria (Figura 44).
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Figura 44- Efeito de ZR2002 (2 e 20 uM) na linhagem CaSki apds 6, 12 e 24 h de
tratamento. A) Expressdo das proteinas H2AX fosforilada, caspase-3 clivada e PARP
(total e clivada) na linhagem CaSki apds tratamento com ZR2002 ao longo de 6, 12 e 24
h. B) Avaliacdo da morte celular por citometria de fluxo na linhagem CaSki apds
tratamento com ZR2002 ao longo de 6, 12 e 24 h. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,0001.
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5.3.8. Avaliacao das préteinas envolvidas em diferentes vias de sinalizagdo

Uma vez que as combi-moléculas agem no EGFR e que as linhagens apresentam
diferentes caracteristicas moleculares, o perfil de expressdo desta proteina foi
avaliado.

Em condigdes basais, SiHa e Hela ndo apresentam expressao de EGFR em sua
forma ativa (p-EGFR), enquanto C4-l, HCB-514 e CaSki, a apresentam. A estimulagdo
com o ligante EGF faz com que esta expressdao aumente, sendo possivel observar p-

EGFR mesmo em Siha e Hela (Figura 45).
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Figura 45- Expressdo do receptor de EGF nas linhagens cervicais em condi¢des basais e

apos estimulagao com o ligante por 15 minutos.

Para confirmar se as moléculas de fato sdo capazes de inibir o receptor EGFR, as
linhagens CaSki, HCB-514 e SiHa foram tratadas por 2h. Apds este periodo, houve uma
reducdo quase total dos niveis de EGFR fosforilado em todas as linhagens, incluindo a
mais resistente (SiHa), para todas as concentra¢cOes e tratamentos, exceto para o
Clorambucil, uma vez que ele ndo é um inibidor deste receptor. Além disso, também
houve reducdo total dos niveis de ERK fosforilada para CaSki e HCB-514, sendo que
somente para os tratamentos com 2uM de Gef e Gef+Clor é que esta redugao, embora
acentuada, ndo foi total. Para HCB-514, a inibicdo com 2uM de JS-84 também nao foi
total. Para SiHa, também houve reducdo com todos os inibidores, sendo que a 20uM

de ZR2002 e JS-84, esta reducdo foi ainda mais acentuada (Figura 46).
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Figura 46- Efeito das combi-moléculas e demais tratamentos na fosforilacao de EGFR e
de ERK, proteina envolvida na cascata de sinalizagdo apds ativacdao de EGFR. As células
foram tratadas por 2 h e estimuladas com EGF por 15 minutos. As proteinas obtidas
foram submetidas a Western blotting. Os resultados foram obtidos através de ao
menos dois experimentos independentes.

Também foi avaliado se as moléculas seriam capazes de promover dano ao DNA.
Apdbs 24h de tratamento detectou-se aumento acentuado da H2AX fosforilada nas
combi-moléculas, principalmente para ZR2002, e sua auséncia nos tratamentos
contendo Gef, demonstrando que este dano ao DNA ndo foi em decorréncia somente
da inibicdo de EGFR. Também houve aumento de p-H2AX para Cis, principalmente a

20uM nas linhagens de resposta moderada e resistente (HCB-514 e SiHa) (Figura 47).
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Figura 47- Efeito das combi-moléculas ZR2002 (2 e 20 uM) e JS-84 (2 e 20 uM) e
demais tratamentos na fosforilagdo de H2AX, indicadora de dano ao DNA. Os demais
tratamentos estdo indicados na figura. As células foram tratadas por 24 h e as
proteinas obtidas foram submetidas a Western blotting. Os resultados foram obtidos
através de ao menos dois experimentos independentes.

5.3.9. Avaliagdo do status de EGFR na linhagem C4-I

Dentre as linhagens utilizadas neste trabalho, a Unica da qual n3o havia
informacdo sobre o status de EGFR era a linhagem C4-l. Como ela respondeu de forma
moderada aos inibidores de EGFR, foram utilizadas duas abordagens, descritas na
secao de materiais e métodos, para avaliar este status. A primeira delas foi o arranjo
de proteinas de receptores tirosina quinase fosforiladas. Em condi¢Ges basais (sem
estimulacdo com ligantes), C4-1 apresentou forte expressdo de p-EGFR e uma fraca
expressdao de p-ROR2. Apds estimulacdo com EGF, verificou-se um aumento da
expressao de p-EGFR e uma fraca expressdo de p-ROR2 e p-HER2 (Figura 48). A
segunda abordagem foi a realizacdo da técnica de FISH, para avaliar se EGFR estaria

amplificado nesta célula. Ndo houve hibridizacdo indicativa de amplificacdo, uma vez
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gue a razao de sondas referentes ao gene EGFR (fluorescéncia verde) ndo foi maior do

que as sondas referentes ao centromero (fluorescéncia vermelha) (Figura 49).
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Figura 48 - Arranjo de RTK da linhagem C4-I no estado basal (cima) e estimulada
(baixo).
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Figura 49- Imagens representativas do FISH. Verde (sonda hibridizada do gene EGFR).
Vermelho (sonda hibridizada do centrémero)
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6. DISCUSSAO

A discussdo desta tese foi dividida em 3 etapas, correspondendo aos 3 objectivos

e resultados apresentados nos itens anteriores:

6.1. Estabelecimento e caracterizagao de uma nova linhagem tumoral de colo
uterino proveniente de paciente brasileira

Células tumorais sdao ferramentas Unicas para a compreensdao da biologia e
resposta tumoral. Até o momento, as linhagens tumorais cervicais disponiveis nos
principais repositorios de células, ATCC ou ECACC, representam somente seis tumores
cervicais (sem considerar as linhagens derivadas de Hela), ndo refletindo o espectro
completo da heterogeneidade biolégica dos tumores cervicais, nem representando os
pacientes da América do Sul. No presente estudo, uma linhagem tumoral de colo
uterino, HCB-514, foi estabelecida com sucesso dentre 35 tentativas - uma taxa de
sucesso de 3%. O estabelecimento de linhagens cervicais é dificil, com taxas de sucesso
variando de 11-30%, o que pode explicar o reduzido nimero de novas linhagens *>%..

Diferentes métodos sao utilizados para o estabelecimento de culturas primarias.
Com relagao ao processamento do tumor, na maioria dos trabalhos de cultivo de
linhagem primaria de colo uterino, a desagregacdo do tecido é feita com a mistura de

1, 94- . .
91,949 sando assim, para um dos protocolos testados, também

colagenase e DNAse
foi feita a escolha por essa solucdo. No entanto, nas amostras em que foi utilizado o
protocolo com tripsina, foi possivel verificar um maior nimero de células aderidas do
gue nas amostras dissociadas com a solucdo enzimatica citada.. Em nosso estudo
utilizamos um meio de cultura suplementado com fatores de crescimento ja descritos

7 . .
9. 98 Ainda assim, o

como importantes para o crescimento de queratindcitos
crescimento de fibroblastos por vezes acaba superando o das células de interesse,
sendo necessaria a aplicacdo de técnicas para eliminar a contaminagdo por células do
tecido conjuntivo nas culturas.

Nem todos os mecanismos do crescimento continuo de células in vitro sao
compreendidos, e a presenca da expressdo das proteinas E6/E7 do papilomavirus em

tumores cervicais HPV-positivos é essencial 3, Importante destacar que a linhagem

HCB-514 é HPV-16 positiva e expressou a proteina E6. Além disso, tanto na linhagem
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guanto em seu respectivo tumor primario, verificou-se a integracdo do HPV no gene
CDH13. Este gene negativamente regula a proliferacdo de queratindcitos e tem sido
reportado como um dos genes celulares alvo de integracdo (ITGs) no cancer cervical *°.
Embora o papel destes ITGs na carcinogénese ndo esta completamente compreendida,
é sugerido que ITGs modulem a expressam de genes vizinhos através de mecanismos
de interacdo de cromatina de longa-distancia P Além disso, a partir da andlise
filogenética, foi confirmada a variante HPV16 Al tanto na HCB-514 como no tumor.
Esta variante tem sido correlacionada com um risco aumentado de lesdes
intraepiteliais cervicais e tumores cervicais em mulheres caucasianas '%°. A analise de
ancestralidade do DNA da HCB-514 revelou 49% do componente de origem europeu.

A caracterizacdo molecular da linhagem HCB-514 evidenciou mutacdes em
importantes genes relacionados com cancer apresentou, apesar de apresentar um
perfil distinto do perfil de carcinoma de células escamosas recentemente reportado
pelo TCGA “1 Um dos genes mutados, BRCA2, é um gene ja conhecido nos tumores de
mama hereditarios que codifica para uma proteina relacionada com o reparo de dano

ao DNA durante recombinacdo homdloga ***

. As mutagdes em BRCA2 ocorrem em
aproximadamente 3% dos tumores cervicais, de acordo com base de dados do TCGA
(www.cbioportal.org). Notavelmente, ha um conhecimento limitado do status
mutacional de BRCA2 nos tumores cervicais, e os atuais estudos focam em mutacdes
germinativas e seus papeis em tumores cervicais ndo relacionados com HPV, muitos

102, 1 ~ ; . .
02,103 N30 ha estudos funcionais sobre

associados com sindromes hereditarias
mutac¢Ges BRCA2 em tumores cervicais. Interessantemente, a mutacdo p.W2830*
identificada na HCB-514 foi identificada em outros tipos tumorais como um marcador
preditivo para terapias-alvos, tais como inibidores de PARP; seu papel nos tumores
cervicais ainda nao foi esclarecido.

Também foi verificada uma mutacdo no gene TGFBR1, que codifica um receptor
gue age na sinalizacdo de via de fator de transformacdo do crescimento beta (TGF-B)
104 "Esta via estd também relacionada ao gene TGFBR2, que é um dos mais comumente
mutados nos tumores cervicais **. Quando TGFBR2 é ativado por seu ligante TGF-B, o
receptor TGBR1, uma quinase serina/treonina, é dimerizado com TGFBR2 levando a

parada do ciclo celular de células epiteliais e hematopoieticas, controle da proliferacao

de células mesenquimais e diferenciacdo, além de outros processos relacionados com
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195 'No entanto, em células tumorais, uma vez gue as vias a

supressao de crescimento
jusante de TGFBR1 regulam iniumeros fatores transcricionais, estas vias podem induzir
alteracGes no receptor que contribuem para a transicdo epitélio-mesenquimal (EMT)
1 Neste sentido, a avaliagdo do efeito de inibidores de TGF-BR1, tais como
galunisertibe, no contexto dos tumores cervicais, podem emergir como uma nova
abordagem para elucidar o papel desta alteragao 104,

Outro gene de interesse que foi mutado tanto nas células HCB-514 como no
tecido tumoral da paciente foi o SHKBP1. Recentemente, o SHKBP1 foi identificado no
TCGA de cancer cervical como um gene significativamente mutado nesse tipo tumoral
A superexpressao de SHKBP1 em linhagens celulares levou a um grande atraso na

106

degradacdo do EGFR apds a ativacdo pelo EGF . Este processo ocorreu devido a

ligagdo competitiva de SHKBP1 com a proteina c-Cbl, interrompendo assim o
complexovc-Cbl-CIN85, responsdvel pela endocitose de vesiculas contendo EGFR 106,
De acordo com TCGA, uma média de 88 CNV somaticas foram encontradas por
neoplasia cervical, incluindo 26 amplificagdes, 37 delecdes e 26 alteragdes em bragos
inteiros de cromossomos **. A linhagem HCB-514 apresentou 30 amplificacdes e 34
dele¢Oes, somando 64 no total. Entre os CNVs, EGFR e YAP1 estdao amplificados na
HCB-514. Ambas amplificacGes ja foram decritas como recorrentes no cancer cervical
1 Além disso, para confirmar o impacto bioldgico da amplificacao de EGFR, realizamos
a extracdo da proteina da HCB-514, que confirmou forte expressio de EGFR
fosforilada. Interessantemente, blogquear a proteina tirosina-quinase EGFR é uma
abordagem efetiva para tratar tipos especificos de tumores, incluindo colorretal,

107 N . .
% No cancer cervical, um estudo clinico fase Il com o

cabeca e pescoco e pulmao
inibidor de EGFR Erlotinibe mostrou que sua administracdo previamente ao
tratamento padrdo (cisplatina concomitante a radioterapia) foi segura e mostrou

108 Além disso, um estudo de nosso grupo

significante atividade antitumoral
demonstrou a o efeito promissor do lapatinibe (anti-EGFR e HER-2), em linhagens
tumorais cervicais que expressam HER, por meio da reducdo do nimero e tamanho de
vasos sanguineos e prevencdo do aumento nos niveis de HIF-1a *°.

Com relagdo a YAP1, a proteina codificada pelo gene YAPI, ela é negativamente

regulada pela via de sinalizacdo Hippo, e é relatado que o aumento de sua atividade

induzproliferacdo celular, migracdo e sobrevivéncia em diversos tipos de céancer,
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| 109, 110

incluindo o cervica . O aumento da atividade de YAP1 pode ocorrer apos TGFa e

109

ampirregulina inibirem a sinalizagdo Hippo, via EGFR . Além disso, YAP1 parece

exercer uma funcdo-chave na apoptose induzida por TGF-B1 e EMT através da

19 No cancer cervical, foi encontrada amplificacdo de YAPI nas

regulacdo de EGFR
amostras no agrupamento EMT dos dados do TCGA, destacando o papel potencial
deste gene na progressao tumoral relacionada a EMT. No entanto, mais estudos
funcionais sobre a amplificacdo de YAP1 precisam ser realizados para elucidar seu
papel no cancer cervical.

Por ultimo, foi verificado o potencial tumorigéncio desta linhagem, sendo uma
caracteristica importante para seu uso em modelos pré-clinico in vivo.

Concluindo, o perfil molecular desta nova linhagem brasileira de colo uterino
revelou a desregulacdo de diversas vias celulares chaves, tais como PI3K-AKT,
sinalizacdo de MAPK, reparo de DNA, apoptose, fatores transcricionais e RTK. Esta
nova linhagem cervical HPV-16 positiva constitui um importante modelo para a melhor

compreensao da biologia tumoral de colo uterino e oferece uma ferramenta

promissora adicional para estudos pré-clinicos neste tipo tumoral.

6.2. Avaliacdo do potencial antineoplasico de extratos naturais em linhagens de

colo uterino

A familia Annonaceae abriga 136 géneros e 2500 espécies que estdo
distribuidas principalmente em zonas tropicais (Aminimoghadamfarouj et al., 2011). As
espécies desta familia apresentam diferentes classes de quimicos, tais como alcaloides,
conctituintes ndo-alcaloides e acetogeninas, que foram avaliadas para o tratamento de
infeccBes virais, doenca de Parkinson e doencas cardiovasculares™’. Annona é o
segundo maior género desta familia, correspondendo a 166 espécies,
aproximadamente (Tundis et al., 2017). Entre as espécies de Annona, o potencial
antitumoral contra diferentes tipos tumorais de A. squamosa e A. muricata foi
encontrado em acetogeninas isoladas de suas sementes ou frutos. Estes compostos
sao tipicamente encontrados nas espécies de Annona sp., sendo bem relatado que sao
potentes inibidores do complexo | da cadeia respiratéria mitocondrial e da
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dinucledtido de nicotinamida e adenina oxidase (NADH) ~**. Além disso, das folhas de
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A. vepretorum e A. sylvatica, muitos compostos isolados do déleo essencial
apresentaram potencial antitumoral contra diferentes tipos tumorais 12

Com relacdo aos estudos da atividade antitumoral de extratos obtidos de
espécies de Annona crassiflora, Formagio et al. (2015) relataram o potencial do extrato
bruto extraido com metanol a partir das folhas desta planta em 10 linhagens humanas.
Apds 48 horas de tratamento, as doses capazes de inibir o crescimento de 50% das
células (Glsg) variaram de 2,49 até 44,83 ug/mL, e apenas uma das linhagens mostrou-
se resistente mesmo a maior dose testada. Neste mesmo trabalho, os extratos brutos
obtidos das sementes mostraram-se ainda mais promissores, com Glsy variando de
0,01 até 8,9 pg/mL 3. O trabalho de Mesquita et al. (2009) também mostrou esta
caracteristica em extratos obtidos das cascas de raizes. Os valores de |Csq variaram de
6,00 até 14,90 pg/mL entre (cSlon, melanoma, cérebro e leucemia)’®.

Em nosso estudo, a ICsq de A crasssiflora apds 72 h variou de 8,24 a 42,44 ug/mL.
A partir destes dados, a atividade antitumoral deste extrato e de sua particdo hexanica
em colo uterino foi avaliada por nosso grupo, revelando que ambos os compostos sdo
capazes de reduzir o numero de colbnias no ensaio clonogénico e induzir dano ao DNA
e apoptose por via intrinseca 80,

Neste trabalho, dentre as demais particdes avaliadas, tanto a particdo
cloroférmica, quanto a acetato de etila reduziram a viabilidade celular. Neste sentido,
ambas foram submetidas ao processo de fracionamento e uma triagem foi realizada.
Os valores de ICsqdas fragdes variaram entre 13,90 e 47,97 pg/mL, apds 72 horas de
tratamento, sendo que 7C24 foi uma das fragdes que apresentaram menores valores
de ICso e teve seu efeito melhor caracterizado nas linhagens de colo uterino. Esta
fracdo, além de reduzir a viabilidade celular, induziu altera¢des indicativas de apoptose
e dano ao DNA (clivagem de PARP, fosforilacdo de H2AX) e foi capaz de modular o ciclo
celular, como observado com a alteragdo vista com p21 e parada na fase GO/G1 na
linhagem SiHa. A analise de NMR revelou que um de seus principais constituintes foi a
molécula kaempeferol-3-O-ramnosideo. Esta mesma molécula foi identificada em
outra planta, Schima wallichii (S. wallichii) Korth., evidenciando resultados promissores

em tumores de mama e prostata, através da inducdo de apoptose *.
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Através de ciclos de fracionamento guiado por bioatividade foi possivel
identificar compostos com potencial para desenvolvimento de novas drogas com

potencial para tratamento de tumores cervicais.

6.3. Investiga¢ao da atividade antineoplasica de combi-moléculas, com dupla

fungao (inibidora de EGFR e alquilante do DNA), em linhagens de colo uterino

No presente estudo, nos propusemos também a explorar uma nova abordagem
de terapias-alvo em colo uterino, baseada no conceito de combi-moléculas, em
parceria com o grupo liderado pelo Prof. Bertrand Jean-Claude, da McGill University,
onde parte dos ensaios foi realizado. Foi demonstrado que ZR2002 e JS-84, ambas
contendo uma funcdo inibidora de EGFR e uma alquilante do DNA, foram capazes de
reduzir a viabilidade celular em linhagens tumorais de colo uterino e foram seletivas
para a maioria destas linhagens, em compara¢cdo com um queratindcito normal. Além
disso, elas reduziram migracdo e invasdao na maioria das células avaliadas, em 24 h; e
inibiram, com uma Unica dose, a formacdo de col6nia apds 14 dias, além de serem
capazes de reduzir a viabilidade de esferoides em doses menores do que a cisplatina,
apos 10 dias. Também foram capazes de modular o ciclo celular das linhagens, bem
como a morte celular em todas elas, 24 h apds o tratamento.

A investigagao sobre o efeito de moléculas hibridas em tumores de colo uterino
é rara, com apenas um estudo clinico fases 1/2 concluido com o Tisotumabe Vedotina
(HuMax®-TF-ADC), um anticorpo conjugado a droga (ADC), em pacientes com cancer
cervical recorrente e/ou metastatico (Hong et al., 2019). Esta droga é composta por
um anticorpo monoclonal especifico para o fator tecidual (TF), por um ligante clivavel e
por um agente indutor de desorganizacdo do microtibulo (monometil auristatina E).
Sua eficdcia foi considerada encorajadora, com taxa de sobrevivéncia livre de
progressdao em 6 meses de 40%, e seus efeitos colaterais se mostraram gerenciaveis
115

Diferentemente dos ADCs, ZR2002 foi o primeiro tipo de molécula hibrida que
ndo dependia de hidrélise para agir em seus alvos, sendo classificada como "combi-

" 116

molécula tipo | . Isso significa que, mesmo com sua estrutura intacta, ela tanto

pode se ligar ao sitio de ATP do receptor de EGF e impedir sua ativa¢do/ fosforilacdo,
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como pode adicionar um grupo alquil ao DNA, promovendo a formacdo de adutos e

16118 1584 e JS-61 também s3o "combi-moléculas tipo I1".

consequente dano ao DNA
A estrutura de ZR2002, JS-84 e JS-61 é composta por uma regido quinazolina
com adi¢cdo de meia mostarda nitrogenada, cuja posicdo ou quantidade difere uma
molécula da outra, conforme mencionado na metodologia. Para permitir a
comparacdao dos efeitos destas moléculas hibridas foram utilizadas as drogas
Gefitinibe, representando a regido quinazolina, e o Clorambucil, uma mostarda
nitrogenada completa. Sendo assim, a escolha da combinagao de tratamentos
Gef+Clor foi baseada exclusivamente na semelhanca com a estrutura quimica das
moléculas avaliadas.
A atividade antitumoral do Gefitinibe ocorre a partir de sua afinidade de ligacdao
pelo sitio de ATP no dominio tirosina quinase intrecelular dos receptores EGFR,

inibindo sua atividade *°

. De modo geral, ndo haverd a propagacao da sinaliza¢do
celular para as proteinas de vias a jusante do receptor, PI3K-mTOR, RAS-ERK e JAK-
STAT, que regulam ciclo celular, sobrevivéncia, angiogénese e proliferacao celular 120
Zheng e colaboradores demonstraram a atividade do Gefitinibe em linhagens
celulares de colo uterino apds 48 h de tratamento e revelaram I1Csq de 16,19 uM para

Hela e 11,87 uM para SiHa no ensaio de viabilidade celular CCK-8 *

. No presente
trabalho, em 72 h os valores para as mesmas linhagens foram, respectivamente, 20 e
24 uM, no ensaio de MTS. Aqui, também foi possivél observar um padrdo de resposta
entre as células utilizadas, que correspondeu com a expressdao de proteina EGFR
fosforilada nas mesmas, com valores de |Csg CaSki<C4-I<HCB-514<Hela<SiHa.

Nenhuma das linhagens apresenta mutacdo em EGFR. Somente as linhagens
CaSki e HCB-514 apresentaram amplificacdo do receptor. A resposta de C4-l, que
apresentou expressdo acentuada de p-EGFR, pode ser explicada por uma sensibilizacdo
ao Gefitinibe devido a expressao do receptor HER-2 122

Com tratamento com 20 uM, prdoximo ao valor de ICsq de 72 h, para a linhagem
SiHa ndo foi detectada apoptose, nem alteracao no ciclo celular através da citometria
de fluxo. Porém, por Western blot, verificou-se um aumento sutil na expressdao de
caspase-9 clivada, PARP clivada e um aumento acentuado em p27, podendo indicar um

inicio da modulacdo destes processos. De fato, ja foi demonstrado que o bloqueio da

atividade quinase em cancer de pulmao de ndo pequanas células leva a uma parada do
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ciclo celular na fase G1 *

. Além disso, foi demonstrado que Gefitinibe pode regular
positivamente p27 e disparar sua translocagdo para o citoplasma onde p27 se liga ao
intermediario p43/p41 clivado da caspase 8 para induzir apoptose na linhagem HCC-
827. Nesta mesma dose, Zheng e colaboradores encontraram cerca de 45% de células
em apoptose inicial, e um aumento em células em GO/G1 em comparagdo com o
controle, apds 48 h tratamento 121,

E importante destacar que, quando avaliada nos ensaios de duracdo mais longa,
como o de formagdo de colbnia e viabilidade da cultura 3D, para esta linhagem é
possivel verificar que o Gefitinibe ou sua combinacdo com Clorambucil, sdo, de fato,
eficazes, porém seu mecanismo pode nao estar envolvido somente com apoptose.
Zhang et al demonstraram que Gefitinibe suprime a EMT através da via de sinalizagao
de Wnt/ B-catenina, reduzindo niveis de expressdo das proteinas GSK3pB e B-catenina e
de suas atividades em um ensaio de luciferase, além de aumentar E-caderina e reduzir
vimentina, por imunofluorescéncia 2.

Clorambucil é um quimioterapico utilizado para o tratamento de tumores de
ovdrio, doenga de Hodgkin, leucemia linfécita cronica e linfosarcoma, mas seu uso na

124

clinica é limitado devido aos varios sintomas adversos ~“". Sua atividade antitumoral

ocorre devido a alquilacdo do DNA, levando a formacao de ligacdo cruzada inter-fitas,

impedindo a replicacdo do DNA e a proliferacao celular 125

. No presente estudo, as
doses utilizadas ndo promoveram reducdo na viabilidade celular.

Foi previamente demonstrado que ZR2002 apresentava um potencial in vitro em
outros tipos tumorais, tais como mama 1u glioblastoma 18, Aqui, a citotoxicidade de
ZR2002, JS-84 e demais tratamentos foi avaliada e demonstrada em relevantes
abordagens pré-clinicas in vitro, sendo utilizadas cinco linhagens de colo uterino dos
dois principais subtipos histolégicos - carcinoma de células escamosas e
adenocarcinomas -; uma linhagem primaria, que mantém as cracteristicas mais
proximas ao tumor, e uma linhagem cultivada em esferoide, contemplando interac¢des
célula-célula e célula-matriz extracelular. Além disso, utlizando duas linhagens
normais, uma murina do tecido conjuntivo, NIH-3T3, e outra humana de origem no
tecido epitelial, HaCat, verificou-se a uma alta seletividade de ZR2002 para linhagens

tumorais, uma caracteristica importante para o desenvolvimento de drogas

antitumorais.
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Verificamos que tanto ZR2002 como JS-84, desempenham o papel para o qual
elas foram sintetizadas, inibindo a fosforilagdo de EGFR e, consequentemente, ERK; e
promovendo dano ao DNA, evidenciado pela acentuada expressio de H2AX
fosforilada. Essas alteragBes, se mantiveram presentes idependente do nivel de
sensibilidade das linhagens, mesmo na mais resistente (SiHa), mostrando ser uma
caracteristica da molécula em si, ndo tdao dependente do contexto celular, ainda que a
expressao tenha acompanhado a sensibilidade das linhagens (mais acentuada na CaSki,
seguida da HCB-514 e da SiHa). A capacidade de inibicdo de EGFR pela ZR2002 ja foi
demonstrada previamente em linhagens tumorais de mama '/, glioblastoma **8, bem
como pulmado (Julie et al., 2019, submetido). Estes trabalhos também demonstraram
qgue ZR2002 é um inibidor irreversivel de EGFR, além de promover inibicdo de
proteinas a jusante a ele, como ERK, da via das MAPK. Nestes outro trabalhos a partir
do ensaio alcalino de cometa, ficou demonstrado o aumento significativo no dano ao
DNA, apds 2 h de tratamento em concentracbes abaixo de 10 uM para mama '’ e a

118 'No nosso estudo, o dano ao DNA foi

partir de 1 uM para células- tronco gliais
avaliado, como mencionado anteriormente, pela fosforilacio de H2AX. H2AX é uma
histona recrutada quando ha quebra de dupla fita do DNA. Diante de um dano como
este, a histona H2AX sofre fosforilacio de sua Ser-139 e tal evento é uma das
modificacbes de cromatina mais bem estabelecida relacionada ao dano ao DNA e
reparo, principalmente na avaliacdo de resposta a tratamento com radiacdo ionizante
126 Ainda que o dano ao DNA em 24 h tenha sido devido a funcdo alquilante da
molécula ZR2002, uma vez que ndao houve fosforilagdo de H2AX com Gefitinibe
sozinho, ja foi demonstrado que o EGFR pode atenuar o dano ao DNA apds irradiacao,
a partir de sua translocacdo para o nucleo e sua interagdo com a proteina quinase
dependente de DNA (DNA-PKc), envolvida na via de reparo por unido de extremidade
ndao-homédloga (NHEJ). Sendo assim, o blogueio de EGFR eliminaria,
consequentemente, esta sua modulacdo no reparo do DNA *%/.

A quebra de dupla fita do DNA é normalmente reparada por recombinacao
homoéloga (HR) ou por NHEJ. No entanto, dependendo da extensdo e duracdo, este
dano pode ndo ser passivel de reparo, levando, como alternativa, a sinalizagdo de p53 -

128, 129

gue ndo se encontra completamente inativa em linhagens cervicais tumorais ,

gue ativara fatores de transcricdao pré-apoptéticos, tais como FAS, BAX, PUMA, NOXA
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130 As alteragbes que se seguem, no caso de apoptose intrinseca, incluem a

despolarizagdo da membrana mitocondrial, seguida pela liberagdao de fatores como
citocromo C e SMAC para o citosol, favorecendo a formacdo de apoptossoma e a
maturacdo da caspase-9, que podera catalisar a ativacao proteolitica de caspases

executoras 3 e 7 ***

. A atividade catalitica de caspases executoras antecipa a morte
celular e é responsavel por muitas das alteragdes caracteristicas da apoptose, como a
clivagem de PARP, a fragmentagao do DNA, externalizagdo da fosfatidilserina e

Bl Uma vez gue a marcada expressao de H2AX

formacao de corpos apoptéticos.
fosforilada foi um evento comum as trés linhagens de colo uterino tratadas com
ZR2002, foi investigado se este tratamento estaria promovendo alteragdes
relacionadas com morte celular. Foi verificado um aumento da clivagem de PARP para
todas as linhagens, em 24 h. Também foi verificado o envolvimento de caspases
executoras 3 para todas a linhagens; e da caspase iniciadora 9, para a linhagem menos
sensivel, SiHa. Por citometria, as alteracdes relacionadas a apoptose tardia ou necrose,
indicadas pela externalizacdo da fosfatidilserina concomitante a perda da integridade
da membrana plasmatica (dupla marcagcdo com anexina V/7-AAD) ocorreram para
todas as linhagens, principalmente na maior dose (20 uM), com alguns dos
tratamentos indicando até mesmo a perda da viabilidade (marcagdao com 7-AAD
apenas). Importante ressaltar que, apesar de 20 uM ser uma dose muito acima dos
valores de ICso para ZR2002 e JS-84, ela foi utilizada neste trabalho para permitir
verificar os efeitos de alguns dos demais tratamentos, como Gef e Gef+Clor na
linhagem HCB-514 (IC50 15,4 e 19 uM, respectivamente) e na linhagem SiHa (24 e 35
UM, respectivamente).

Na linhagem mais sensivel, CaSki, muitas destas altera¢des indicativas de morte
celular por apoptose tiveram inicio mesmo antes das 24 h de tratamento com 2 uM de
ZR2002. Houve um aumento gradual de fosforilagdo de H2AX, um pico de clivagem de
caspase-3 em 12 h, clivagem de PARP iniciada em 12 h, com aumento em 24 h de
tratamento, além de externalizacdo da fosfatidilserina em 24 h.

Na apoptose, a externalizacdo da fosfatidilserina € um mecanismo capaz de
sinalizar para os macréfagos que as células devem ser fagocitadas B2 Em relacdo a

outros ensaios de apoptose, ZR2002 a 5 uM também ja demonstrou este potencial na
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linhagem de mama MDA-MB-468, com um aumento na porcentagem de células em
apoptose inicial, de acordo com aumento no tempo de exposi¢do 1w

Com relacdo as alteracées no ciclo celular, houve parada no ciclo celular, mas ao
contrario do que é comumente esperado, verificou-se uma marcada redug¢do nos
niveis de expressdo da proteina p21 nas linhagens avaliadas, CaSki e SiHa. No entanto,
a parada no ciclo celular dependente de reducdo de p21 ja foi demonstrada

previamente %13

. A reducdo nos niveis de expressao de p21 pode estar relacionada
com a indu¢dao de mecanismos de degradacdao desta proteina, como o sistema de
ubiquitina proteassoma, cuja relacdo com a degradacao de p21 ja foi demonstrada em
linhagens tumorais de colo uterino por nosso grupo % Esta reducdo dos niveis de p21
também pode ter ocorrido devido a clivagem de p21 pela caspase 3, conforme ja
relatado previamente **>. No entanto, n3o avaliamos o bloqueio destes sistemas para
saber se esta reducao de p21 seria revertida.

O tratamento com cisplatina é associado com a resisténcia a droga e efeitos

138 Como estratégia para

adversos relacionados com infec¢bes e perda auditiva
superar estes problemas, o uso de terapias em combinacdo é cada vez mais promissor
e deve ser baseado em um racional bioldgico, com comprovada vantagem sobre o uso

137 . . ;. .
>’ Ao mesmo tempo em que muitos ensaios clinicos avaliando o

de drogas isoladas
efeito dos inibidores de EGFR em tumores de colo uterino emergiram nos ultimos
anos, os estudos envolvendo monoterapia ndo impactaram a resposta das pacientes,

138-14
38140 sendo

ainda que tenham mantido a doenca estavel e tenham sido seguros
assim, em nosso trabalho, foi possivel verificar o impacto de moléculas com mais uma
funcdo além da inibicdo de EGFR, podendo contribuir para o racional de abordagens

visando o uso de inibidores de EGFR em combinagcdo com drogas citotdxicas.
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7. CONCLUSOES

Diante dos resultados apresentados nesta tese, e de acordo com os objetivos

propostos, podemos concluir que:

- O estabelecimento de uma cultura primaria de colo uterino de pacientes
brasileiras foi realizado, bem como sua caracterizacdo fenotipica e molecular. A
linhagem nomeada como HCB-514 apresentou caracteristicas semelhantes as do
tumor da paciente, como por exemplo mutacdes somaticas nos genes BRCA2, TGFBR1
e CCDC22, expressao das proteinas pl16 e p40 e um mesmo sitio de integra¢cdo do HPV-
16. A linhagem apresentou amplificacdo em genes relacionados com as vias de
sinalizacdo PI3K-AKT e MAPK e altera¢cdGes nos receptores tirosina-quinase, como
amplificacdo de EGFR e ALK e dele¢ao de PDGFRA e MET. Também mostrou potencial
tumorigénico apds xenotransplante em camundongos. Diante disso, esta nova
linhagem tumoral podera ser usada tanto como modelo em estudos pré-clinicos, como

para a melhor compreensdo sobre as caracteristicas dos tumores de colo uterino.

- Dentre 13 espécies de planta tipicas do cerrado brasileiro testadas, a Annona
crassiflora foi a espécie de maior efeito nas linhagens tumorais de colo uterino, capaz
de reduzir a viabilidade celular com os menores valores de ICso. Seguindo o
fracionamento guiado por bioatividade dos extratos desta planta, verificou-se que sua
fracdo identificada como 7C24 foi capaz de promover dano ao DNA, clivagem da
proteina PARP (envolvida no reparo do DNA), bem como alteracGes na proteina p21
(envolvida no ciclo celular) nas linhagens SiHa e Hela. Além disso, houve parada do
ciclo celular na fase GO/G1 na linhagem SiHa. A analise de NMR, indicou que, dentre as
moléculas presentes nesta fracao esta o kampferol-3-O-rhamnoside, que pode ser um

dos responsaveis pelo potencial bioativo de 7C24.

- A investigacdo das combi-moléculas (moléculas hibridas) JS-84 e,
principalmente, ZR2002 em linhagens tumorais de colo uterino mostrou que elas
reduzem a viabilidade celular com baixas doses, conforme demonstrado pelo ensaio

de MTS; além de interferirem na proliferacdo e viabilidade mesmo a longo prazo,
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conforme visto pelo ensaio de formacdo de colénia e pela cultura em 3D,
respectivamente. Estas moléculas também inibiram processos importantes na
progressdao tumoral, como a capacidade de migracdo e invasdo, bem como
promoveram alteragdes no ciclo celular e morte por apoptose intrinseca. Estes
resultados mostraram o potencial terapéutico de combinar, em uma uUnica molécula, a
inibicdo de um alvo especifico (EGFR) com um agente alquilante em um tipo tumoral
cujas terpias-alvo ainda sdo tdo pouco exploradas ou pouco eficazes quando em
monoterapia. Sendo assim, o potencial destas moléculas hibridas em colo uterino

deverd ser melhor explorado a partir de ensaios pré-clinicos in vivo.
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Cervical cancer is the fourth most common cancerin women. Although cure rates are high for early

: stage disease, clinical outcomes for advanced, metastatic, or recurrent disease remain poor. To change

: this panorama, a deeper understanding of cervical cancer biology and novel study models are needed.

© Immortalized human cancer cell lines such as HeLa constitute crucial scientific tools, but there are few
other cervical cancer cell lines available, limiting our understanding of a disease known for its molecular
heterogeneity. This study aimed to establish novel cervical cancer cell lines derived from Brazilian

: patients. We successfully established one (HCB-514) out of 35 cervical tumors biopsied. We confirmed

the phenotype of HCB-514 by verifying its’ epithelial and tumor origin through cytokeratins, EpCAM

: and pl6 staining. It was also HPV-16 positive. Whole-exome sequencing (WES) showed relevant somatic
mutations in several genes including BRCA2, TGFBRI1 and IRX2. A copy number variation (CNV) analysis
by nanostring and WES revealed amplification of genes mainly related to kinases proteins involved in
proliferation, migration and cell differentiation, such as EGFR, PIK3CA, and MAPK7. Overexpression

. of EGFR was confirmed by phospho RTK-array and validated by western blot analysis. Furthermore,

the HCB-514 cell line was sensitive to cisplatin. In summary, this novel Brazilian cervical cancer cell line

: exhibits relevant key molecular features and constitutes a new biological model for pre-clinical studies.

Cervical cancer is a major public health problem worldwide, making it the fourth most common type of cancer
among women. In 2018, there were 570,000 new cases reported and 311,000 related deaths'. Women between the
: ages of 50 and 60 years-old are most affected by cervical cancer”. Persistent infection of the basal layer of cervi-
. cal epithelium with high-risk human papillomavirus (HPV), such as 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59
. and 68, is considered the main risk factor for the development of cervical cancer precursors, known as cervical
intraepithelial neoplasia (CIN 1, 2, and 3), and invasive cervical cancer’.

Cervical cancer can be histologically classified as squamous cell carcinoma (SCC), adenocarcinoma and aden-
osquamous carcinoma, with a prevalence of 77%, 17% and 6%, respectively*. Many efforts have being under-
taken to determine the molecular profile of this heterogeneous disease. Recently, The Cancer Genome Atlas
(TCGA) integrated information from CNV, methylation, mRNA, and miRNA profiles. Through clustering, the
TCGA revealed three molecular subtypes of cervical cancer: SCC keratin-high, SCC keratin-low and adenocarci-
noma. Differences observed in the three major subtypes included the enriched expression of some genes such as
PIK3CA, ADH7 and SPRR3 in the SCC keratin-high compared with the SCC keratin-low cluster; more frequent
CNVsincluding common EGFR amplifications in SCCs; a high number of aberrations in tumor-suppressor genes

Molecular Oncology Research Center, Barretos Cancer Hospital, Barretos, SP, Brazil. 2Department of Pathology,
Barretos Cancer Hospital, Barretos, SP, Brazil. *Department of Gynecologic Oncology, Barretos Cancer Hospital,
Barretos, SP, Brazil. “Life and Health Sciences Research Institute (ICVS), School of Health Sciences, University of
Minhe, Braga, Portugal. >3B's—PT Government Associate Laboratory, Braga/Guimaries, Portugal. Correspondence
and requests for materials should be addressed to R.M.R. (email: ruireis.hcb@gmail.com)
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Figure 1. Representative images of immunocytochemistry of cervical cancer cell line HCB-514 (top images)
and the fibroblast cells (HCB-535) (bottom images). All pictures were taken at 100x magnification.
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related with TGF-[3 pathway in adenocarcinomas including SMAD4 and TGFBR2 deletions, and increased DNA
methylation in adenocarcinomas®”.

Cervical cancer treatment is based on the stage of disease. For early stage disease, surgery is the primary
treatment modality, cure rates are high, and 5-year overall survival is up to 92%°. For advanced disease, which
includes recurrent or metastatic disease, the mainstay of therapy is chemoradiation with a platinum-based agent
and unfortunately, treatment responses are poor’. To improve outcomes for patients with advanced disease, recent
findings on the molecular profile of this tumor type is valuable.

To facilitate the discovery of new antineoplastic agents, many research centers and teams have been carry-
ing out screenings with a multitude of compounds, testing them in in vifro models, using immortalized human
cancer cell lines®. This approach provides controlled conditions to evaluate the efficacy of drugs, and enables the
unrestricted availability of human source material. However, there is a very low number of cervical cancer cell
lines commercially available in comparison with other tumors, such as breast and lung tumors, which currently
provides a limited representation of known subtypes and tumor heterogeneity. Therefore, the aim of this study
was to establish and to characterize a new human cervical tumor cell line derived from a Brazilian patient.

Results

Clinical characterization and establishment of a primary cell culture. From March 2016 to June
2017, 35 cervical tumor biopsies were processed (Suppl. Table 1). Only one (2,9%) of the cell cultures, named
HCB-514, survived for more than 12 months and continued to grow after several freeze-thaw cycles. This cell
line was derived from a 30 year-old patient diagnosed with stage IIB squamous cell carcinoma of the cervix. The
patient was treated with concurrent chemoradiation with cisplatin from October 10 to November 17, 2016, and
was disease-free through her most recent follow-up appointment, on April 25, 2018. The cell culture HCB-514
grew attached to the flask, with cells forming an irregular island pattern with a cobblestone morphology, char-
acteristic of epithelial cells (Fig. 1). When the cell line became confluent, cells were frozen in 5% DMSO in fetal
bovine serum (FBS) solution in liquid nitrogen for further assays. After the fourth passage, immunophenotypic
characterization was performed. The HCB-514 cell line presented stable outgrowing for more than 6 months,
reaching 26 passages, and it was HPV-positive, supporting a spontaneous immortalization process. The cell line
was negative for mycoplasma, and a short tandem repeat (STR) analysis showed that the HCB-514 cell line, tumor
tissue and peripheral blood shared the same markers, confirming cell line identity (Table 1).
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Figure 2. Representative immunohistochemistry images of HCB-514 cell block slices (top images) and the
tumor patient tissue (bottom images) depicting expression of p16 (cervical cancer marker) and p40 (squamous
cell carcinoma marker). All pictures were taken at 100x magnification.
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Figure 3. Evaluation of epithelial cellular adhesion molecule (EpCAM) expression in HCB-514. HCB-514
(left), SiHa (center) and HCB-535 (right) cell lines were stained with antibody anti-EpCAM and evaluated
in flow cytometry. SiHa, and a fibroblast cell line (HCB-535) were used as positive and negative controls,
respectively. Black graphs represent unstained cells; red graphs represent stained cells.

Immunophenotypic characterization. Immunocytochemistry of HCB-514 showed strong cytokeratin
expression, but no vimentin expression, similar to SiHa, indicating that HCB-514 is an epithelial cell line (Fig. 1).
On the other hand, HCB-535 fibroblast presented the opposite staining pattern, with strong vimentin expression
but no cytokeratin expression (Fig. 1). Furthermore, immunohistochemistry from HCB-514 cell block was in
accordance with the expression pattern of formalin-fixed paraffin embedded (FFPE) tumor tissue taken in paral-
lel from the patient at the time of biopsy. Both HCB-514 and FFPE tumor tissue were positive for p40, a squamous
cell marker, and p16, a marker for cervical cancer (Fig. 2), confirming its squamous cell origin.

In addition, flow cytometry analysis showed high expression of EpPCAM in HCB-514, with 100% of cells stain-
ing positive. Expression of EpCAM was present in 92% of SiHa cells and in 19% of the fibroblast cell line (Fig. 3).

Doubling-time. The growth curve for HCB-514 during exponential cell growth showed a doubling time of
18h in 10% FBS media, and 24 h in 5% FBS media. To evaluate whether this growth was faster or slower than
other cell lines largely used for in vitro assays, SiHa was also evaluated and showed a doubling-time of 17h in 10%
FBS media and 21 h in 5% FBS. Thus, the time was similar among cell lines, with a faster doubling-time in 10%
than in 5% media (Fig. 4).

HPV status and genotyping. HPV infection is present in almost all cervical tumors, therefore we eval-
uated the presence of the virus in the HCB-514 cell line. For this purpose, GP5+/GP6+ primers were used to
amplify the highly conserved region of the HPV L1 gene by PCR. The band correspondent to this region was
found in HCB-514, confirming the presence of HPV (Suppl. Fig. 1a). To identify which high-risk HPV type was
present, a genotyping test was performed with the COBAS® HPV assay, confirming HPV type 16. Furthermore,
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Figure 4. Growth curves of HCB-514 obtained from real time impedance-based technology cell analyzer
system (xCELLigence). Different media conditions were assessed. Data represent the mean of 3 independent
experiments done in duplicate.

1 228335177 | GUKIL C T pRI2OW Heterozygous
2 69049563 ARHGAP2Z: |G A p-G431E Heterozygous
5 140793112 | PCDHGAILD |G A pE124K Heterozygous
7 77408339 RSBNIL A C pK7990Q Heterozygous
9 101900171 [ TGFBR1 C T p-A202V Heterozygous
10 51130414 PARG G A p.L59F Heterozygous
12 99194813 ANKSIB C G p-E1053Q Heterozygous
12 109201563 [ 55HI1 G A pRIOIW Heterozygous
13 32945095 BRCA2 G A p-W2830% Heterozygous
15 39874463 THES1 G A p-RdsH Heterozygous
15 43545745 TGM5 G A pR2I5W Heterozygous
19 41084418 SHKEBP1 G A pRI2OW Heterozygous
20 4163484 SMOX G A p-G431E Heterozygous
20 23066708 CD93 G A pE124K Heterozygous
21 47421214 COLeAl G C pK7990Q Heterozygous
22 17590484 IL17RA C G p-A202V Heterozygous
22 19213831 CLTCLI C T p-L59F Heterozygous
X 49105198 CCDC22 G T p-E1053Q Heterozygous

Table 2. Somatic non-silent mutations found in both HCB-514 and tumor.

to confirm that HPV16 infection was present, we evaluated and confirmed the presence of E6 oncoprotein, an
important protein responsible for HPV oncogenicity (Suppl. Fig. 1b).

Furthermore, WES allowed us to determine whether the HPV genome integrated into host genomic DNA of
HCB-514 and in primary tumor. The results showed two integration sites, one into the MICU2 and the other into
CDH 13 genes, the last being also found in the WES of patient’s primary tumor.

Moreover, it is hypothesized that HPV genetic variation co-evolves with hosts of certain ethnic groups, which
influences disease development and outcome®. Therefore, to identify the variant of HPV in HCB-514 and in the
primary cervical cancer, phylogenetic analysis was performed. Both the HCB-514 cell line and the patient’s pri-
mary tumor showed the presence of the sublineage HPV16 A1 (Suppl. Fig. 2).

HCB-514 and tumor mutational profile.  The WES analysis of paired cell line/blood revealed 520 somatic
mutations. The analysis of the most significant non-silent mutations identified 93 mutated genes (Suppl. Table 3),
such as HPS-3, IRX2, XPO5, CBWD1, TGFBR1, CUBN, TRHDE, BRCA2, THBS1, TGM5, CCDC22, which were
previously described as pathogenic, or likely pathogenic in tumors (Suppl. Table 3).

Regarding the analysis of paired primary tumor/blood, 863 mutations were found, with 68 non-silent muta-
tions identified (Suppl. Table 4). Among them, 18 mutations were shared with HCB-514 (Table 2), including
mutations in the BRCA2, TGFBR1, CCDC22 and SHKBP1 genes.

Several studies have reinforced the putative impact of APOBEC family of cytidine deaminases enzymes in
altered nucleotides found in cervical cancer®. Therefore, mutational signatures from cell line and tumor were
analyzed. Both samples showed similar mutation signatures, with C to A and C to T being the most predominant
(Suppl. Fig. 3).

The BRCA2 mutation (p.W2830%*) identified was further confirmed by Sanger sequencing (Fig. 5).
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Figure 5. IGV image from the whole-exome sequencing (WES) result of BRCA2 gene (left) and
electropherogram of exon 20 from BRCAZ2 gene that harbors mutation (G — A) (right).

Copy number variation. Nanostring analysis for CNV was performed for both the cell line and constitutive
DNA. Among all evaluated genes, 44 somatic alterations were discovered, including 30 regions with amplifica-
tion, containing genes such as MYC, TP53, EGFR, TERT, AKT3, MAPK7, BIRC2, YAP! and 14 losses, containing
genes including KIT, RB1, BRCA2 and APC (Tables 3 and 4).

To expand the analysis beyond the 87 genes of the NanoString panel, CNV was also investigated from WES
data. The WES showed 64 chromosomal regions harboring a large number of genes with CNV. There were 30
amplified regions, with 9 of them presenting high amplification, harboring genes such as MYNC, ALK, PIK3CA,
BIRC3, ERCC4 and PALB2 (Table 3). Deletions were found in 34 regions, harboring genes such as MLHI,
PDGFRA, APC, MET and RBI. Homozygous deletions were found in 5 regions (Table 4).

Many of the amplified genes identified are related with PI3K-AKT and MAPK signaling pathways. Other
altered regions harbored genes mostly related with the DNA repair process, apoptosis and transcriptional factors.
Moreover, the cell line presented alterations in tyrosine-kinase receptors, such as EGFR and ALK amplification
and PDGFRA and MET deletion.

Regarding the CNV present in patient’s primary tumor, the number of CN'V's was reduced compared with the
HCB-514 cell line, with 4 amplification regions and 10 deletion regions. Again, both primary tumor and cell line
shared some of these alterations, such as MYCN and ALK amplification and PDGFRA, KIT, IL2, FBXW7, MET
and ATM deletion (Suppl. Table 4). Figure 6 summarizes CNV in the HCB-514 cell line and primary tumor.

Phospho-RTK expression. The characterization of RTK expression in HCB-514 revealed basal protein lev-
els of activated EGFR and ROR2 (Fig. 7a, top). Upon EGF stimulation, the only new receptor activated was ALK
(Fig. 7a, bottom). Activation of EGFR was also confirmed by the presence of phosphorylated EGFR in Western
blot analysis (Fig. 7b), with 3.5-fold more expression in HCB-514 than in SiHa (Fig. 7c).

Response to Cisplatin.  To evaluate the sensitivity of HCB-514 to the chemotherapeutic agent cisplatin,
commonly used in clinical practice for cervical cancer treatment, HCB-514 was treated for 72hours and a MTS
assay was performed. The response to cisplatin was dose-dependent and the inhibitory concentration for 50%
cells (IC5;) value for HCB-514 was 3 £ 0.42 pM, while IC;; value for SiHa was 39 +4.07 pM, a 13-fold increase
(Fig. 8).

Discussion

Cancer cell lines are unique tools for understanding biology and tumor response. At present, immortalized cer-
vical cancer cell lines available in major cell repositories, including ATCC or ECACC, represents only six cervical
cancers (not considering HeLa-derived cell lines), not reflecting the whole spectrum of cervical cancer biological
heterogeneity, neither representing patients from South America.

In the present study, we successfully established a cervical cancer cell line, HCB-514, out of 35 attempts - a
successful rate of 3%. It is difficult to establish cervical cell lines, with success rates ranging from 11-30%, which
may explain the reduced number of new cell lines*'%.

Not all mechanisms of continuous cell growth in vitro are known, but, at least for HPV-positive cervical can-
cers, the presence of papillomavirus E6/E7 expression is an important requirement'?. Importantly, the HCB-514
cell line was HPV-16 positive and expressed E6 oncoprotein. Moreover, in our cell line and respective primary
tumor, we showed that HPV integrates into the CDH13 gene. This gene negatively regulates keratinocyte prolifer-
ation and has been reported as one of the integration-targeted cellular genes (ITGs) in cervical cancer’. Although
the role of these ITGs in carcinogenesis is not completely understood, it is suggested that ITGs modulate the
expression of nearby genes through a long-distance chromatin interaction mechanism"?. In addition, we used
phylogenetic analysis to confirm the HPV16 Al variant in both HCB-514 and primary tumor. This variant has
been correlated with a high risk of precancer and cancer in Caucasian women'*.

The molecular characterization of the HCB-514 cell line showed mutations in important cancer-related genes,
yet exhibited a distinct profile compared to the profile for cervical squamous cell carcinomas recently reported by
TCGA®. One of the mutated genes, BRCA2, is a well-known hereditary breast cancer gene that encodes a protein
related to DNA damage repair during homologous recombination'®. Mutations in BRCA2 occur in approximately
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chrl Amplification pl6.33;g32.1

chrl High amplification q32.1-q43 H3F3A,FH

chrl Amplification qd3 -q44 AKT3

chr2 High amplification p25.3-p223 MYCN, C2orf44, NCOAI, DNMT3A, ALK

chr2 High amplification p223-p2l EMIL4

e e N
chr2 Amplification q37.3

chr3 High amplification qll.l-qg26.1 TFG, CBLB, GATA2, RPNI, FOXL2, WWTRI, GMPS, MLFI
chr3 High amplification q26.1-q29 g:]f(]'éfpr3CA. SOX2,ETVS, EIF4A2, BCLs, LPP, DCUNIDI,
chr3 High amplification q29 TFRC

chrs Amplification pl5.33-pll IL7R, LIFR, SKP2, TERT

chre Amplification ql2

che7 Amplification p223-ql121 CARDII, PMS2, ETV], HNRNPA2E], HOXA9, HOXAII,

HOXAIL3, JAZF1, IKZF1, EGFR

PCM1, WRN, WHSCILI, FGFRI, HOOK3, TCEAI, PLAGI,
chr8 Amplification pl3.3-q243 CHCHD7, NCOA2, HEYI, COX6C, EXTI, MYC, NDRGI, RECQL4,
C8orf33, CBorf4

chrg Amplification q32
chrll Amplification ql2.3-ql34 MENI, CCNDI, ORAOVI, FADD
chrll Amplification ql34-q221 NUMAL PICALM, MAML2, GAB2, YAPI
chrll High amplification q22.1-q223 BIRCZ, BIRC3
chr12 Amplification pl3.33
chr12 Amplification q23.1-q24.33 ALDH2, PTPN11, BCL7A
. . BCL2L2, CCNBI1IP1, TRA@, NKX2-1, NIN, KTN1, GPHN, TSHR,
chrl4 Amplification QiL1-93233 | Ripy1, GOLGAS, DICERI, TCLs, TCL1A, BCL11B, AKTL, IGH@
chrl5 Amplification q2l.3-g26.3 IGFIR, FLJ27352, TCF12, PML, NTRK3, IDH2, CRTC3, BLM
chrlé Amplification pla3
. " . TSC2, CREBBP, CIITA, SOCS1, TNFRSFI7, ERCC4, MYHI11,
chrlé High amplification pli3-pll2 PALB2, IL2IR, FUS
- " . MAPK7, YWHAE, USPs, TP53, PERI, GAS7, MAP2K4, NF1,
chr17 Amplification pl33-qlll SUZI2
chrl8 High amplification pll3l
chr18 Amplification pll31-pll23
chrl8 Amplification pll.l-q23 DCC, ZNF521, 8518, MALT1, BCL2
chr19 Amplification pl32
: . BCL2L1, NCOA3, AURKA, ZNF217, EEFIA 2, ASXLI, MAFB,
chr20 Amplification pl3-ql3.33 TOP1, SDCA, GNAS, SS18L1

Table 3. Copy number amplification regions in HCB-514 cell line.

3% of cervical cancers according to the TCGA dataset www.cbioportal.org. Notably, there is limited knowledge
of BRCA2 mutational status in cervical cancer, and current literature focuses on germline mutations and its role
on non-HPV related cervical cancers, mostly associated with hereditary syndromes'®'”. There are no functional
studies about BRCA2 mutation in cervical cancer. Interestingly, the pathogenic p.W2830% BRCA2 mutation iden-
tified in HCB-514 has been identified in other cancers as a predictive marker for targeted therapies, such as PARP
inhibitors; its role in cervical cancers remains unclear.

‘We also observed a mutation in the TGFBRI gene, which encodes a receptor that acts on the TGF-3 signaling
pathway. This pathway is also related to the TGFBR2 gene, which is one of the most commonly mutated genes in
cervical cancer!. When TGBR2 is activated by a TGF-{} ligand, TGBR1, a serine/threonine kinase, is dimerized,
leading to the cell cycle arrest of epithelial cells, control of mesenchymal cell proliferation and differentiation, and
other cell processes related to growth suppression'®. In this sense, TGF-3 inhibitors, such as galunisertib, may
emerge as a new approach for the treatment of cervical cancer in TGFBRI-mutated tumors'.

‘We also observed the presence of a mutation in the IRX2 gene. The IRX2 belongs to the iroquois homeobox
gene family and encodes a transcription factor known to play multiple roles during embryo development®. In
breast cancer, low expression of IRX2 has been observed and shown to be associated with the presence of dis-
seminated tumor cells?'. In this line, cell lines edited to overexpress IRX2 exhibited lower cellular motility and
reduced secretion of pro-metastatic chemokines®. Moreover, the methylation of the JRX2 promoter region has
been correlated with pleural anthracosis disease in lung adenocarcinomas®’. Controversially, in primary human
osteosarcoma tissues, JRX2 expression was observed to be significantly increased in comparison with normal
tissues, and was significantly associated with tumor progression and prognosis®. In vitro assays showed that IRX2
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chrl Deletion pll2-q21.1

chr2 Deletion q33.1-q37.3 | CREBI, IDHI, ATIC, FEV, PAX3, ACSL3

chrd Deletion P263-P123 | CTNNBI SETDD, BAPI, PBRMI. FHIT, MITF, FOXPI
1 B & B » E i}

chr3 Deletion q26.1

chr4 Deletion ple3-plel | FGFR3, WHSC1

chr4 Deletion ple.l-q221 | SLC34A2, PHOX2B, FIPIL1, PDGFRA, CHIC2, KIT, KDR

chr4 Homozygous deletion q22.1

chr4 Deletion q22.1-q26 | RAPIGDSI, TET2

chr4 Deletion q26-q35.2 | IL2, FBXW7

chr5 Deletion pl5.33

chr5 Deletion qll.l-ql3.2 | IL6ST, PIK3RI

chr5 Homozygous deletion ql32

chr5 Deletion ql3.2-q31.3 |APC

chr5 Deletion q31.3-q35.3 | PDGFRE, CD74, ITK, EBFI, RANBP17, TLX3, NPM1, NSD1

chi? Deletion géﬁl - SBDS, ELN, HIP1, AKAP9, CDKs

chr7 Homozygous deletion q22.1

chr7 Deletion q22.1-qg35 MET, SMO, CREB3L2, KIAA1549, BRAF

chr7 Deletion q35-q36.3 | EZH2, MLL3, SHH

chr9 Homozygous deletion pl32-plil

chr9 Deletion pl3l-pl2

chr9 Homozygous deletion pl2-pll2

chr9 Deletion pll2-ql3

chr9 Deletion ql3

chr9 Deletion q2lL.11

chr9 Deletion q2L.32

chrll Deletion q22.3-q25 é;ﬁkﬁéﬁ}i‘ggﬁf}’ SDHD, PAFAHIB2, PCSK7, MLL, DDXs,

chri3 Deletion qll-g34 ?R%)éz, FLT3, BRCAZ, LHFP, LCPI, RBI, ERCC5, FOXO1, GPCS,

chrl8 Deletion g} }gf .

chrl8 Deletion E} 13? .

chrl8 Deletion pll2l

chrl19 Deletion ql342

chr21 Deletion 35;132%2_ OLIG2, RUNXI

chr2l Deletion q22.2-q22.3 | TMPRSS2, U2AF!

chrX Deletion q24

Table 4. Copy number deletion regions in HCB-514 cell line.

upregulated MMP-9 and VEGF in a PI3K/AKT-dependent manner, and that knockdown of IRX2 in osteosar-
coma cell lines inhibited cell proliferation and invasion**.

Another gene of interest that was mutated in both the HCB-514 cells and patient’s tumor tissue was SHKBPI.
Recently, SHKBPI was identified in the cervical cancer TCGA, as a significantly mutated gene in this tumor type®.
Overexpression of SHKBP1 in cell lines led to a strong delay in the degradation of EGFR upon EGF activation®.
This process occurred due to competitive binding of SHKBP1 with protein ¢-Cbl, thereby interrupting the com-
plex ¢-Cbl-CIN85, which is responsible for endocytosis of EGFR containing vesicles®.

According to TCGA, an average of 88 somatic CNV was found per cervical tumor, including 26 amplifica-
tions, 37 deletions and 26 alterations in whole chromosome arms®. The HCB-514 cell line presented 30 amplifica-
tions and 34 deletions, showing 64 alterations in total. Among these CNVs, EGFR and YAPI genes were amplified
in the HCB-514 cell line. Both amplifications have already been described as recurrent in cervical cancer®. In
addition, to confirm the biological impact of EGFR gene amplification we analyzed and observed EGFR protein
phosphorylation in the HCB-514 cell line. Interestingly, blocking the EGFR tyrosine-kinase protein is an effective
approach to treat specific types of tumors, including colorectal, head and neck and lung cancers®.

In cervical cancer, a phase II clinical study with EGFR inhibitor Erlotinib showed that administering it prior
to receiving the standard of treatment (cisplatin concurrent with radiotherapy) was safe and showed significant
antitumor activity?”. In addition, a recent study demonstrated a promising effect of lapatinib (anti- EGFR and
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Figure 6. Copy number variations from whole-exome sequencing (WES) of HCB-514 (left) and tumor (right)
were compared with patient’s blood DNA. Amplifications are shown in red markers and deletions in blue

markers.
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Figure 7. (a) Phospho-RTK arrays of HCB-514 were done at basal conditions (up) and upon EGF-stimulation
(down). Each RTK is represented in duplicate in the arrays (two spots side-by-side), and three pairs of phospho-
tyrosine positive controls are located in the corners of each array. (b) Western blot of EGFR phosphorylation,
showing the different amount of phospho-EGFR and total EGFR compared to the SiHa cell line. Alpha-tubulin
was used as endogenous control. (¢) Quantification of phospho-EGFR normalized with total EGFR.
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Figure 8. Cell viability of HCB-514 and SiHa after 72 h of cisplatin treatment. Results were obtained using the
MTS assay. Data represent a mean of 3 independent experiments done in triplicate.

HER-2), in HER-expressing cervical cancer cells by reducing the number and size of blood vessels and prevent-
ing increased HIF-1w levels®. Regarding YAP1, the protein encoded by YAPI gene, it is negatively regulated
by the Hippo signaling pathway, and its enhanced activity is believed to induce cell proliferation, migration
and survival in several cancer types including cervical cancer®*". Increased activity of YAP1 can occur after
TGFo and amphiregulin inhibit the Hippo signaling via EGFR*. Furthermore, YAPI seems to play a key role
in TGF-31-induced apoptosis and EMT through EGFR regulation®. In cervical cancer, YAP1 was amplified in
the EMT cluster samples from TCGA data highlighting the potential role of this gene in EMT-related tumor
progression®. However, more functional studies on YAP1 amplification need to be conducted to elucidate its role
in cervical cancer.
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Finally, we showed the sensitivity of HCB-514 to cisplatin, in line with the patient’s clinical response to cispla-
tin (with concurrent radiotherapy).

In conclusion, the molecular profile of the novel Brazilian cervical cancer cell line HCB-514 reveals disruption
of several key cellular pathways, such as PI3K-AKT, MAPK signaling, DNA repair, apoptosis, transcriptional
factors and RTK. This new HPV-16 positive cervical cancer cell line constitutes an important model to better
understand the cancer biology of cervical cancer and offers an additional promising tool for cervical cancer
pre-clinical studies.

Materials and Methods

Establishment of cervical cancercell lines.  Blood and tumor tissue samples were collected from partici-
pants with cervical cancer during routine visits in the Gynecologic Oncology Department of BCH after informed
consent was obtained. The collected tumor tissue was maintained in PBS buffer in the refrigerator until process-
ing, which occurred before 24 hours. The sample was initially placed in a petri dish and fragmented with scalpels
and incubated for 30 min at 37°Cin a 15mL falcon containing 5 mL of an enzymatic solution (0.14% collagenase
type [ [Sigma, Brazil] and 0.01% DNase [2,000 kilounits/mg] [Sigma]) in RPMI 1640 as previously described’'.
Then, RPMI medium was supplemented with 1% penicillin and streptomycin (P/S; Sigma) and 10% fetal bovine
serum (FBS; Sigma) was added to inactivate the enzyme. After centrifugation, the cell pellet was resuspended in
FAD media* adapted by Dr. Matias Melendez (personal communication), which was comprised by three parts
of Dulbecco’s modified Eagle’s media (DMEM; Sigma) to one part Ham's F12 media (F12; Sigma). The media was
then supplemented with 1% P/S, 0.4 ug/mL hydrocortisone, 2.5 pg/mL insulin, 13 ng/mL liothyronine, 5 pg/mL
transferrin, 2.5 pg/mL insulin and 0.1 pg/mL cholera enterotoxin and 5% FBS (all supplements were purchased
from Sigma). Cells were maintained in a T25 flask at 37°C, 5% CO,. One week after processing, the media was
replaced and cell growth was monitored. Controlled trypsinizations were done to preferentially remove the con-
taminating fibroblasts. Afterwards, the culture media was replaced every 72h and the cell culture was routinely
subcultured once it was confluent. Stock vials were frozen in FBS+ 5% DMSO solution for storage in liquid nitro-
gen. All methods were performed in accordance with the relevant guidelines and regulations and were approved
by the Ethics and Research Committee from Barretos Cancer Hospital (BCH) (985/2015 - CAAE 1,252,699).

Celllines. For molecular and functional characterization, the immortalized cervical squamous cell carcinoma
cell lines, 5iHa, was kindly provided by Dr. Luisa Villa (INCT-HPV, Brazil) and a human short-term primary
culture of lung fibroblast, named HCB-535, was obtained from BCH. SiHa was grown in DMEM media supple-
mented with 1% P/S and 10% FBS and HCB-535 in RPMI media supplemented with 1% P/S and 10% FBS.

Immunophenotypic characterization. To confirm cell origin, immunocytochemistry was performed
with antibodies against vimentin (positive for fibroblasts) and cytokeratin (positive for epithelial cells). When
cells reached the fourth passage, they were plated in a 24-well plate (5 x 10° in 3 DMEM:1 F12 media + 5% FBS)
and, upon reaching 80% confluence, cells were fixed with 4% paraformaldehyde for 15 min, washed 3 times with
PBS, permeabilized with Triton X-100 (0.1% in water) for 4 min and washed as described. Endogenous peroxidase
activity was inhibited for 10 min with H,0, (3% in methanol). Blockage for non-specific labeling was performed
through incubation with 50 uL of the Ultra V Block reagent (Thermo Scientific detection kit) for 10 min and,
after washes, primary antibodies cytokeratin AE1/AE3 (Dako, ready to use) or vimentin (Dako, ready to use),
incubation was done for 60 min and then washed. A biotinylated goat polyvalent antibody incubation for 10 min
was performed, followed by washing. Streptavidin peroxidase incubation was next performed for 10 min and
washed. Afterwards, the DAB chromogen (ThermoFisher Scientific) was applied for 10 min for staining. Finally,
hematoxylin was used for counterstaining and the cells were photographed with a photographic camera coupled
to a microscope (Olympus). The immortalized cell line SiHa, a grade II squamous cell carcinoma and HPV-16
positive, was used as a positive control for the cytokeratin and HCB-535 was used as positive control for vimentin.

The markers p40 (Biocare Medical, dilution 1:100) and p16 (Roche, Ventana Systems, ready to use), commonly
used in the routine pathology for determination of cervical cancer histology subtype™, were evaluated by immu-
nohistochemistry in the cell block of the new cervical cancer cell line established in this work and in FFPE tumor
tissue from the cervical cancer patient. Moreover, expression of EpCAM (CD326, BD Biosciences)™, another
marker of cervical carcinoma cells, was analyzed in the HCB-514 cell line by flow cytometry. Briefly, 5 x 10° cells
were harvested, washed twice in BSA 0,2% in DPBS (centrifugation between the washes was 1500 rpm for 5 min),
then 10pL of EpCAM PE-conjugate were added and incubated for 20 min. Afterwards, cells were washed and
analyzed by flow cytometry (Accuri BD). SiHa was used as positive control for EpCAM expression and HCB-535
was used as negative control.

Cell line doubling-time.  Growth characteristics of the cell line were analyzed by doubling-time evaluation.
Doubling-time was determined through real time impedance-based technology cell analyzer system (RTCA,
xCELLigence, Roche), according to manufacturer’s instructions. Firstly, 5,000 cells were plated into E-plate
(xCELLigence, Roche) and proliferation rate was evaluated for 72h. The new cervical cancer was maintained in
supplemented media above described in establishment section, with 5% FBS or 10% FBS. SiHa was maintained
in DMEM 1% P/S and 5 or 10% FBS. This assay results in a cell index, which considers cell viability, cell number,
morphology and adhesion. At the end of assay, a cell growth curve is produced and the doubling-time was cal-
culated from the selected interval, which is basically the interval selected when the cell index doubled inside the
log-phase™.

DNA isolation. For molecular characterization, DNA was isolated from 1 x 10° tumor cell pellet in the
sixth passage using silica column from Biopur Mini Spin Plus 250 Extraction kit (Biopur), as described by the
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manufacturer. Blood total DNA was automatically isolated from buffy coat of patient through Mini Kit DNA and
Qiasymphony instrument (both from Qiagen) at BCH Biobank Department, according to the manufacturer. This
technology combines silica-based extraction with magnetic particles purification. The protocol Blood 200 with
an elution volume of 50 L. was used. Tumor DNA was isolated from a biopsy sample obtained from the patient
through the Mini Kit DNA and Qiasymphony instrument (QIAgen). For tumor-isolated DNA, macrodissection
was performed by an experienced pathologist and up to 25 mg of the sample containing at least 60% tumor
area and up to 20% necrosis area were fragmented and submitted to digestion and homogenization procedures,
according to the manufacturer’s instructions. The protocol Tissue 200 with an elution volume of 50 uL was used.

All DNA samples were quantified by both NanoDrop® 2000 (Thermo Scientific) and Qubit® 2.0 Fluorometer
(Life Technologies) and were then stored at —20 °C for further genetic analysis. Blood DNA was used as reference
to distinguish somatic from germline mutations.

Assessment of human papilloma virus (HPV).  The presence of HPV in HCB-514 cell line was evaluated
by in house PCR using GP5+4 and GP6+ primers, able to amplify a fragment of ~142 pb of the HPV conserved
region L1°°. For this, it was used 5pL of DNA extracted from HCB-514, 20 mM of Thris-HCI buffer (pH 8.4),
50mM KCl, 1.25 U of Platinum Taq DNA polymerase, 2mM of MgCl2, 0.2 mM dNTP mix, 0.6 pM of each primer
(GP5+ and GP6+). Amplifications were performed in the equipment Applied Biosystems GeneAmp PCR System
2700 (Applied Biosystems) and the cycle was as described: 94 °C for 4 min followed by 40 cycles of 1 min at 94°C,
2minat 40°C, and 1 min 30seg at 72°C. Then, a cycle of 72 °C for 7 min and the PCR products were stored at 4°C
before electrophoresis on a 2% agarose gel. DNA HPV-positive was used as positive control and water was used
as negative control. PCR reagents were pursued from Invitrogen.

Moreover, the COBAS® 4800 HPV System (Roche) was used for genotyping HPV, according with manufac-
turer’s instruction. This assay utilizes DNA target amplification through real time PCR to detect 14 high-risk
HPVs in a single assay. It genotypes HPVs 16 and 18 and simultaneously detects other non-16 and 18 high-risk
types (31, 33, 35, 39,45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 and 68) as a pool result in cases of infection.

In addition, because E6 oncoprotein is required for the oncogenic transformation of HPV-infected cervical
epithelial cells and the most common high-risk HPVs associated with cervical cancer are 16 and 18, the pres-
ence of their E6 oncoprotein was assessed through an immunochromatographic test, using OncoE6™ Cervical
Test (Arbor Vita), according with manufacturer’s instructions. Briefly, the lysate of 1 x 10° HCB-514 cells was
incubated with monoclonal antibodies to oncoprotein E6 of HPV types 16 and 18 conjugated with alkaline phos-
phatase. Then, using a nitrocellulose test strip, this mix migrates up the test strip and if the protein is present, it is
possible to observe a purple line in the strip. The position of the line indicates if E6 is from HPV-16 or HPV-18.

Cell line authentication by short tandem repeat (STR) profiling analysis. The STR analysis was
carried out in DNA from cell culture, FFPE tumor tissue and blood from the patient as previously described for
authenticity confirmation®"%,

Whole exome sequencing (WES) analysis. The DNA from the HCB-514 cell line, the patient’s primary
tumor and paired blood sample were used for WES, with input of 50 ng on the [llumina HiSeq2500  System
by a commercial company (Mendelics, Sdo Paulo, Brazil). Sequence reads were aligned to the human reference
genome build 37 (hs37d5-decoy) using BWA-MEM with Burrows-Wheeler Aligner version 0.7.10-r789%.
Duplicate reads were marked with Picard-Tools 1.92 (http://broadinstitute.github.io/picard/). MuTect version
1.1.4; (http://www.broadinstitute.org/cancer/cga/mutect) and Varscan2*’ were used to call somatic SNVs and
indels in tumor-normal pairs, respectively. MuTect was run using default parameters with files from COSMIC
version 54 and dbSNP version 132 included as input*!*2. We used Ensembl Variant Effect Predictor (VEP)* to
annotate and determine functional consequences of tumor specific variants. The results from SIFT, Polyphen-2,
ClinVar were considered. It was also excluded variants that were likely to be germline, i.e., listed in ESP6500
(http://evs.gs.washington.edu/EVS/), 1000Genome or ExAC**°, The candidate mutations were validated vis-
ually using the Integrated Genomics Viewer (IGV)*. Copy number abnormalities (CNA) were identified using
Nexus Copy Number version 9.0 (BioDiscovery; El Segundo, CA; https://www.biodiscovery.com/products/
Nexus-Copy-Number) with default parameter for BAM ngCGH (matched) input with homozygous frequency
threshold and value at 0.97 and 0.8 respectively, hemizygous loss threshold at —0.18, single copy gain at 0.18 and
high copy gain at 0.6.

Mutational signature was defined using the package SomaticSignatures of Bioconductor Software, as described
by Gehring et al.*".

Integration of HPV viral DNA into the human genome was performed through integration mode of the pro-
gram HPVDetector, as previously described*®. The phylogenetic analysis of HPV sequence was performed using
the fasta consensus sequences of HPV16 (one from tumor sample and the other from cell culture) obtained
from deep sequencing and a group of HPV16 complete genome sequences retrieved from GenBank were aligned
with Muscle® and edited with Se-Al v2.0all (available at http://tree.bio.ed.ac.uk/software/sea/). Phylogenetic
reconstructions were performed by maximum likelihood (ML) criterion using RAxML version 8.0.0°". The best
fit model used for the ML reconstruction was GTR +I" model without partitions. Node support was evaluated
using 1,000 bootstraps cycles.

BRCA2 Sanger sequencing. To validate the mutation identified in WES in BRCA2, the HCB-514 cell and
patient’s blood DNAs were submitted to PCR amplification of BRCA2 exon 20, using Hot Start Taq enzyme
(Qiagen), as described by Costa et al.*'. After amplification, PCR products were purified with the ExoSap enzyme
(USB Affymetrix), and submitted to sequencing protocol using BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
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Kit (Applied Biosystems). Sequencing was performed in 3500 XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems), as
described by Fernandes et al.*%.

Copy number variation analysis. HCB-514 chromosomal alterations were also analyzed by the
Nanostring plataform, using the nCounter®” v2 Cancer CN Assay panel (NanoString Technologies, Seattle, WA,
USA). This panel counts the CNV of 87 involved genes commonly amplified or deleted in various cancers (www.
nanostring.com/products/CNV). As control, the genomic DNA from the HCB-514 patient’s peripheral blood was
used. The DNA input was 600 ng for HCB-514, and 473 ng for peripheral blood.

The raw data was captured by the nSolverAnalysis Software v3.0% program (NanoString Technologies). For
the normalization of the results, 54 probes were used for regions of the genome that do not usually present CNV.
After the data normalization, the mean of the counts from the 3 probes per each gene was calculated and the
number of copies per gene was calculated as previously described™*,

Human-receptor tyrosine kinase (RTK) array and Western blot. To characterize HCB-514 protein
expression, the Proteome Profiler Human Phospho-RTK Array Kit (#ARY001, R&DSystems) was used, according
to the manufacturer’s instructions, and basal and epidermal growth factor (EGF)-stimulated protein expression
were evaluated. Briefly, cells were grown in two T75 flask until confluence. Then, for EGFR stimulation, EGF
diluted in 10 mL of free-serum media (final concentration 10ng/mL) was firstly added to the cells and incu-
bated for 15 min. After, proteins were collected using lysis buffer (50 mM Tris pH7.6-8, 150 mM, NaCl, 5 mM
EDTA, 1 mM Na3VO4, 10mM NaF, 10 mM,sodium pyrophosphate, 1% NP-40, and protease cocktail inhibi-
tors) and 500 pg of protein lysates were incubated as previously described™. Membranes were revealed with ECL
Western Blotting Detection Reagents (RPN2109, GE Healthcare) and the chemiluminescent signal was detected
by ImageQuant LAS 4000 mini documentation system (GE Healthcare).

For Western blot, protein lysates were separated in 8% SDS-PAGE gel, transferred, incubated in
phospho-EGFRY!%# (1:1000), EGFR (1:1000) or a-tubulin (1:2000) primary antibody and revealed, as detailed
described by Silva-Oliveira et al.*. Antibodies were purchased from Cell Signaling company.

Viability evaluation. The cell viability of the HCB-514 cell line to cisplatin was evaluated by MTS assay
as previously reported™. Briefly, 6,000 cells were plated in 96-wells, allowed to adhere, and then treated with a
range from 0.01 to 8puM of cisplatin (Sigma). After 72 h, the Cell Titer 96 Aqueous Cell Proliferation Assay (MTS
reagent, Promega) was added and incubated for 3h. Absorbance values were normalized with absorbance of
DMSO 1%-treated cells and the IC;, (inhibitory concentration for 50% cells) was calculated through non-linear
regression.

Statistical analysis. GraphPad Prism was used to determine IC5; in drug-response assays and to plot the cell
index data from doubling-time assay and the relative protein expression from Western blof analysis.

Data Availability
Genetic data has been deposited at the European Genome-phenome Archive (EGA, http://wwwdev.ebl.ac.uk/
ega/), which is hosted by the EBI, under accession number EGAS00001003343.
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