NATHALIA PAIVA DE ANDRADE

Inibidores de mTOR sao potencial terapia com alvo em células tronco tumorais

para o carcinoma mucoepidermoéide

Sao Paulo
2017






NATHALIA PAIVA DE ANDRADE

Inibidores de mTOR sao potencial terapia com alvo em células tronco tumorais

para o carcinoma mucoepidermoéide

Versao Corrigida

Tese apresentada a Faculdade de
Odontologia da Universidade de Sao
Paulo, pelo Programa de Pds-Graduagao
em Ciéncias Odontologicas para obter o
titulo de Doutor em Ciéncias.

Area de concentragdo: Patologia Oral e
Maxilofacial e Pacientes Especiais

Orientador: Prof. Dr. Fabio Daumas Nunes

Sao Paulo
2017



FICHA CATALOGRAFICA

Autorizo a reproducgéao e divulgagao total ou parcial deste trabalho, por qualquer meio convencional ou
eletronico, para fins de estudo e pesquisa, desde que citada a fonte.

Catalogagao-na-Publicagao
Servigo de Documentagao Odontolégica
Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo

Andrade, Nathalia Paiva de.
Inibidores de Mtor sao potencial terapia com alvo em células tronco
tumorais para o carcinoma mucoepidermoéide / Nathadlia Paiva de
Andrade ; orientador Fabio Daumas Nunes. -- Sdo Paulo, 2017.

117 p. : fig., tab., graf.; 30 cm.

Tese (Doutorado) -- Programa de Po6s-Graduagdo em Ciéncias
Odontoldgicas. Area de Concentragdo: Patologia Oral e Maxilofacial e
Pacientes Especiais. -- Faculdade de Odontologia da Universidade de
Séo Paulo.

Versao original

1. Neoplasias das glandulas salivares. 2. Carcinoma de células
escamosas. 3. Célula tronco tumoral. 4. Via de sinalizagdo mTOR. 5.
Quimioterapia. I. Nunes, Fabio Daumas. Il. Titulo.




Andrade NP. Inibidores de mTOR sao potencial terapia com alvo em células tronco
tumorais para o carcinoma mucoepidermodide. Tese apresentada a Faculdade de
Odontologia da Universidade de S&o Paulo para obtenc¢do do titulo de Doutor em
Ciéncias.

Aprovadoem: [/ /2017

Banca Examinadora

Prof. Dr(a).

Instituicéo: Julgamento:

Prof(a). Dr(a).

Instituicéo: Julgamento:

Prof(a). Dr(a).

Instituicéo: Julgamento:







Aos meus pais, Reginaldo e Shirley, e meu irmao,
Lucas, pelo amor incondicional e apoio em todos os
momentos da minha vida. Minha eterna gratidéo,

admiracao e amor.

Ao, Felipe, por todo amor, companheirismo, carinho
e por compartilhar os sonhos comigo. Minha eterna

gratiddo, admiragcéo e amor.

A vocés, dedico este trabalho.






AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador, Prof. Dr. Fabio Daumas Nunes, agradeco por todos os
valiosos ensinamentos, pela paciéncia e confianga. Agradecgo pelo estimulo e apoio
incondicional em todos os momentos desde a iniciagao cientifica até a finalizagao do
doutorado. E registro minha profunda admiragédo durante todos esses anos por sua

dedicacéo, ética e carater.

Ao Prof. Dr. Jacques Nor, meu orientador no exterior, por ter me recebido
de forma tdo acolhedora em seu laboratorio e por ter orientado, tanto no projeto
desenvolvido, como na progressdo da minha carreira profissional e na vida. Deixo

registrada minha admiracao por sua inteligéncia e generosidade.

Aos professores da disciplina de Patologia Bucal, Prof. Dra. Suzana C.
Orsini Machado de Souza, Prof. Dra. Marina Helena C. G. Magalhaes, Prof. Dr.
Décio dos Santos Pinto Junior, Prof. Dra. Marilia Trierveiler Martins, Prof. Dra.
Andrea Mantesso e Prof. Dra. Karen Ortega pela disponibilidade para ensinar e

pelo agradavel convivio.

Aos amigos do Laboratério de Patologia Molecular, Luciene, Sofia,
Leticia, Robson, Guilherme, Maria Fernanda e Lilia pelo convivio, respeito, troca

de conhecimentos e amizade nesses ultimos anos.

Aos amigos do Laboratorio de Pesquisa em Angiogénese da Universidade
de Michigan, Alex, Suny, Alexander, Zhang, Paulo, Kristy, Min, Chirstie e
Alexandra, por toda generosidade em compartilhar comigo os conhecimentos

cientificos e por tornarem muito agradavel o periodo de passei tralhando com voceés.

Aos colegas da disciplina de Patologia Bucal, agradeco pelo coleguismo

e facil convivéncia.



Aos funcionarios da Patologia Oral, Juvani, Edna, Adriana, Elisa,
Vinicius e Fatima, agradecgo por toda a disponibilidade em ajudar, facil convivéncia

e contribui¢des para a realizagdo deste projeto.

As funcionarias da Comisséo de Pds-graduagao, Catia e Alessandra, por
toda a paciéncia e auxilio durante os processos de inscricdo no programa de

doutorado sanduiche e de finalizacdo do doutorado.

Aos funcionarios da Universidade de Michigan, pela recep¢cdo amigavel,

e por me mostrarem uma nova face do ensino e pesquisa na odontologia.

Aos professores, Prof. Dra. Albina Altemani e Prof. Dr. Douglas Magno
por cederem amostras de tumores de pacientes diagnosticados com carcinoma

mucoepidermoide para a realizagédo de parte desse projeto.

A Prof. Nayara Cavalcanti pela amizade, pelo exemplo de ética e

dedicagao, e por todo o incentivo para eu seguir carreira docente.

A Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES) pela concessao das bolsas de Doutorado e de Doutorado Sanduiche no

Exterior.

A banca desta defesa de tese, pelo pronto aceite e pelo tempo dedicado a

avaliacao e aperfeicoamento deste documento.

A todos aqueles, que de alguma maneira contribuiram e incentivaram essa

jornada, serei sempre grata e lembrarei com carinho desses momentos.

Acima de tudo, a Deus, por ter me proporcionado saude, paciéncia e

persisténcia. E por ter iluminado minha mente e meus caminhos.



‘A mente que se abre a uma nova ideia jamais volta ao
seu tamanho original’.

Albert Einstein






RESUMO

Andrade NP. Inibidores de mTOR sao potencial terapia com alvo em células tronco
tumorais para o carcinoma mucoepidermdide [tese]. Sdo Paulo: Universidade de
Séo Paulo, Faculdade de Odontologia; 2017. Versao Original.

O carcinoma mucoepiderméide (CME) é o tumor mais comum entre as neoplasias
malignas de glandula salivar. Recentemente, uma rara populagdo de células com
caracteristicas de multipoténcia, autorrenovacdo e potencial tumorigénico,
denominadas como células tronco tumorais (CTT), foi descrita no CME. As CTT sé&o
resistentes as terapias atuais, e tém sido consideradas responsaveis pela
recorréncia e metastase, levando a um pior prognodstico para o paciente. A
descoberta de que as CTT do CME superexpressam componentes da via de
sinalizagdo mTOR, levantou a hipétese que os pacientes poderiam ser beneficiados
com o uso inibidores de mTOR como terapia para eliminagdo das CTT. O objetivo
desse estudo foi avaliar o potencial uso de inibidores de mTOR como terapia para o
CME com foco em CTT, assim como, investigar o funcionamento da via de
sinalizacdo mTOR e os efeitos moleculares do tratamento com inibidores dessa via
nas CTT do CME. Foi realizada imuno-histoquimica para p-mTOR e p-S6K-1 em
casos de pacientes diagnosticados com CME, os resultados foram correlacionados
com os dados clinicos dos pacientes e também foi realizada dupla marcagao por
imunofluorescéncia para ALDH/p-mTOR. Estudos in vitro foram realizados em 3
linhagens de CME (UM-HMC-1, -3A, -3B) e com inibidores da via de sinalizagao
mTOR. ApoOs exposicdo aos inibidores, realizou-se ensaios de western blot
(proteinas da via mTOR e BMI-1), citometria de fluxo para ALDH/CD44; salisfera; e
apoptose, esse Uultimo comparando com quimioterapicos utilizados atualmente.
Adicionalmente, foi utilizado o silenciamento genético de mTOR para confirmar os
resultados obtidos com inibidores quimicos. Por fim, foram realizados ensaios in vivo
com as células silenciadas e com o inibidor de mTOR tensirolimo. Os resultados
evidenciaram que a via de sinalizagcdo mTOR esta ativa no CME, é correlacionada
com pior prognéstico clinico e esta superexpressa nas CTT. O tratamento com
inibidores da via mTOR levaram a diminuicdo da fracdo de CTT, devido a perda de
autorrenovagao e apoptose das CTT. A apoptose, junto a diminuigdo de p-AKT

revelada por western blot, sugeriram que esteja ocorrendo inibicdo de mTORC2 nas



CTT, um importante componente na eficacia do tratamento com inibicdo de mTOR
no cancer. Além disso, também houve redugdo de vasos sanguineos, nichos das
CTT, e diminuicdo do crescimento tumoral com uso de inibidores ou silenciando
mTOR in vivo. Coletivamente, os resultados mostraram que a inibicdo de mTOR foi
capaz de agir nas CTT por mecanismos diretos (indugdo de apoptose e diminuigéo
da autorrenovacgao) e indiretamente através da redugdo de angiogénese, sugerindo
que o uso de inibidores de mTOR no tratamento do CME é uma estratégia molecular

eficiente para a reducdo de CTT, e uma potencial terapia adjuvante.

Palavras-chave: Tumor de glandula salivar. Carcinoma mucoepiderméide. Célula

tronco tumoral. Via de sinalizagao mTOR. Quimioterapia.



ABSTRACT

Andrade NP. Targeting cancer stem cells by mTOR inhibition in human
mucoepidermoid carcinoma [thesis]. Sdo Paulo: Universidade de S&o Paulo,
Faculdade de Odontologia; 2017. Versao Original.

Mucoepidermoid carcinoma (MEC) is the most common tumor among malignant
salivary gland neoplasms. Recently, a rare population of multipotent, self-renewing,
and tumorigenic cells, termed cancer stem cells (CSC), was described in MEC. CSC
are resistant to current therapies, and have been considered responsible for
recurrence and metastasis, leading to worse patient prognosis. The discovery that
CSC from MEC overexpressed the mTOR signaling pathway raised the hypothesis
that use of mTOR inhibitors as therapy for CSC elimination could benefit patients.
The objective of this study was to evaluate the potential use of mTOR inhibitors as a
therapy for MEC targeting CTT, as well to investigate the functioning of mTOR
signaling pathway and the molecular effects of treatment with mTOR inhibitors in
MEC CSC. Immunohistochemistry was performed for p-mTOR and p-S6K-1 in
paraffin samples from patients diagnosed with MEC and results were correlated with
clinical data, in addition, co-immunoflorescence was performed for ALDH/p-mTOR. In
vitro studies were performed with 3 MEC cell lines (UM-HMC-1, -3A, -3B) and with
inhibitors of the mTOR signaling pathway. After exposure to inhibitors the following
assays were performed: western blot (mTOR signaling pathway proteins and BMI-1),
flow cytometry for ALDH/CDA44, salispheres, and apoptosis, the latter comparing with
currently chemotherapeutic agents used as treatment for cancer patients. In addition,
mTOR genetically silent was used to confirm results with chemical inhibitors. Finally,
in vivo assays were performed with knockdown cells and with mTOR inhibitor
temsirolimus treatment. Results showed that mTOR signaling pathway is active in
MEC, it is correlated with worse clinical prognosis and it is overexpressed in CSC.
Treatment with inhibitors of mTOR signaling pathway led to a decrease in CSC
fraction, caused by loss of self-renewal and apoptosis. Apoptosis, together with the
decrease in p-AKT revealed by western blot, suggest that inhibition of mTORC2, an
important compound in the efficacy of mTOR inhibition for cancer treatment, is

occurring. In addition, there was reduction of blood vessels, CSC niches, and



decreased tumor growth using mTOR inhibitors or silencing mTOR. Collectively,
results showed that inhibition of mTOR was able to act in CSC by direct mechanisms
(induction of apoptosis, decreased self-renewal) and indirectly through reduction of
angiogenesis, suggesting that the use of mTOR inhibitors in treatment of MEC is an

efficient molecular strategy to reduce fraction of CSC, and a potential therapy.

Keywords: Salivary gland tumor. Mucoepidermoid carcinoma. Cancer stem cell.
mTOR signaling pathway. Chemotherapy.
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1 INTRODUGAO

O carcinoma mucoepidermoéide (CME) é considerado o tumor maligno mais
comum, decorrente de glandulas salivares menores e maiores, representando
aproximadamente um terco de todas as neoplasias malignas de glandulas salivares’.
O CME é conhecido como uma neoplasia que exibe diversos comportamentos
biolégicos e clinicos que variam de tumores altamente agressivos, com grande
potencial de recorréncia e metastase, até tumores que demonstram uma natureza
mais benigna 2 A ressecgao cirurgica é o principal método terapéutico para o
tratamento do CME, em casos avangados e altamente agressivos, o tratamento
inclui radioterapia e quimioterapia, mesmo assim muitos pacientes apresentam
recidiva loco-regional e metastase **°. Melhorar a compreens&o da patobiologia do
CME é essencial para a identificacdo de novos alvos, superar a resisténcia aos
medicamentos e melhorar o prognostico dos pacientes.

Muitos estudos tém focado no desenvolvimento de novos quimioterapicos
para o CME ©, porém poucos levam em conta a presenca de células tronco tumorais
(CTT). Estas células sdo uma populagédo rara, autorrenovavel, constituem menos de
10% do total de células no tumor e apresentam um alto potencial tumorigénico .
Estudos demonstraram que as CTT também possuem uma grande importéncia nos
processos de metastase e recidiva, que sdo responsaveis por pior prognostico dos
pacientes ®°. Considerando que CTT s3o resistentes a quimioterapia e radioterapia,
a nao eliminacado dessas células pode ser a causa da ineficacia das terapias atuais
contra o CME '°. CTT foram identificadas em diversos tumores sdlidos e
recentemente foram identificadas em CME utilizando a alta atividade de ALDH e alta
expressdo de CD44 como marcadores para enriquecer esta populacédo ''. Também
foi revelado recentemente que CTT do CME apresentam superexpressao da via de
sinalizagao PI3K/AKT em comparacéo com as outras células do tumor (n&o-CTT) "
Além disso, tem sido demonstrado em alguns tumores solidos que a inibicdo desta
via de sinalizagdo induz diferenciagéo e apoptose de CTT >3,

A via de sinalizagao PI3K/AKT é encontrada frequentemente superexpressa
em muitos canceres humanos, levando a hiperativagdo de mTOR '*. A ativagdo de

15,16

mTOR também foi observada em tumores de glandulas salivares e

correlacionada com pior progndstico clinico '’. O mTOR é um regulador central de
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multiplos processos celulares que promovem o crescimento, a sobrevivéncia e a
metastase das células tumorais '®. Dois complexos distintos sdo formados pela
interagcdo de mTOR com diversas proteinas, mTOR complexo 1 (ImMTORC1) e mTOR
complexo 2 (MTORC2) '®?°. Estes complexos tém distintas fungdes, substratos e
sensibilidade a rapamicina (inibidor de mTOR), além de formar uma rede complexa
de interacbes com outras vias de sinalizacdo e retroalimentagdo dentro da prépria
via de sinalizagdo PI3K/AKT 212223,

Existe um grande interesse pelos inibidores de mTOR como potenciais
agentes quimioterapicos devido sua importdncia nos processos celulares
relacionados com a carcinogénese %*. E possivel interferir na ativagdo de mTOR
através da utilizagdo de inibidores especificos, tais como rapamicina ou analogos de
rapamicina (rapalogs) ?*. Os analogos da rapamicina, como tensirolimo e everolimo,
inibem o MTOR através do mesmo mecanismo da rapamicina, porém com melhores
propriedades farmacocinéticas aumentando a sua conveniéncia para o uso clinico .
Tensirolimo e everolimo sao aprovados pelo FDA para o tratamento de carcinoma de
células renais. E mais recentemente, o everolimo também foi aprovado pelo FDA
para tumores neuroenddcrinos e tratamento de cancer de mama metastatico 2%,
Desde entdo, varios ensaios clinicos estdo investigando a seguranga e eficacia de
analogos de mTOR como terapia, isoladamente ou em combinagdo com agentes
quimioterapicos tipicos, para o tratamento de diversos tipos de cancer %,

Nao existem estudos que demonstrem o efeito da inibigGo do mTOR no
carcinoma mucoepidermoide. Considerando a importancia do mTOR na
carcinogénese e a evidéncia de que a via de sinalizagdo do mTOR é superexpressa
em CTT do CME, foi levantada a hipotese de que a inibicdo do mTOR poderia
representar uma possivel abordagem molecular para o tratamento de CME com foco
nas CTT. O objetivo desse estudo foi investigar, in vitro e in vivo, os efeitos da
inibicao de mTOR na fracdo, autorrenovacao, crescimento e apoptose de CTT do
CME. Assim como, melhor entender o funcionamento molecular da via de
sinalizaggo mTOR nessas células. Os resultados demonstram que a inibigao
terapéutica de mTOR reduziu a fragdo de células ALDHM®HCD44"®H através da
inducédo de apoptose e redugdo da autorrenovacdo em CTT do CME. Observou-se
também que a inibicio de mTOR foi capaz de reduzir o crescimento e a
angiogénese tumoral, reduzindo assim os nichos das CTT. Adicionalmente, foi

possivel comecar a entender através de quais mecanismos moleculares os
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inibidores de mMTOR estdo agindo nas CTT do CME. Coletivamente, nossos
resultados sugerem que o uso de inibidores de mTOR no tratamento do carcinoma
mucoepidermoide € uma potencial estratégia terapéutica, capaz de reduzir

eficientemente a fracdo de CTT no tumor.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CARCINOMA MUCOEPIDERMOIDE

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) publicou em 2005 a ultima
classificagdo para os tumores de glandula salivar, distinguindo de acordo com as
caracteristicas histolégicas 10 tipos de tumores benignos e 24 tipos de tumores
malignos que acometem as glandulas salivares ?°. Esses tumores sdo relativamente
raros e constituem apenas cerca de 4% dos tumores de cabeca e pescoco *°. Entre
os tumores malignos de glandula salivar o CME é considerado o mais comum
compreendendo aproximadamente 30% dos casos '. Das glandulas salivares
maiores a parétida € a mais atingida, em uma série de 234 casos de CME, 84%,
13% e 3% dos tumores ocorreram nas glandulas pardétida, submandibular e
sublingual, respectivamente *'. Nas glandulas salivares menores o palato é a regido
mais acometida, seguido pela regido retromolar da mandibula *>. O CME também
pode desenvolver-se em outros locais que ndo a regido de cabega e pescogo, por
exemplo, no pulmao e na mama .

O CME é derivado de células do ducto secretor e € composto por proporgao
variada de células secretoras de muco, intermediarias e epiderméides **. De acordo
com as caracteristicas histoloégicas o CME ¢é classificado em alto, médio e baixo grau
°. As caracteristicas mais relevantes para a classificacdo sdo a proporgao relativa
dos tipos celulares, o grau de invasividade, a taxa mitotica, a presenga de necrose, a
presenca de invasdes neurais ou vasculares, e a propor¢cao de espacos cisticos em
relacdo as areas solidas *3. Os tumores de baixo grau sdo o tipo mais comum, e
apresentam formacao cistica proeminente, atipia celular minima e proporgao
relativamente alta de células mucosas 2. Os tumores de grau intermediario possuem
caracteristicas que se situam entre aquelas dos de baixo e alto grau 2. Por sua vez,
os tumores de alto grau sao constituidos por ilhas sélidas de células epidermoides e
intermediarias que podem apresentar pleomorfismo e alta atividade mitética,
enquanto as células secretoras de muco sao raras 2. Tumores de alto grau também
apresentam comportamento invasivo e podem ter presenca de necrose mais
2

evidente Os tumores classificados como de baixo grau tendem a ter um
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prognostico clinico melhor para o paciente, embora recorréncia e metastase sejam
possiveis, enquanto os tumores de alto grau, sdo associados a um comportamento
mais agressivo 2.

O principal método terapéutico no tratamento do CME, como na maioria das
neoplasias malignas das glandulas salivares, é a ressecgdo cirdrgica °. Os
beneficios da complementacdo pds-operatéria por radio e quimioterapia ainda nao
estdo elucidados *. Nos tumores acessiveis, em estados iniciais e de pacientes livres
de metastases, o tratamento de escolha é a ressecgéo cirurgica com margens de
seguranca >°. No entanto, o local e o tamanho do tumor influenciam a extens&o
cirargica % Nos tumores de pardtida alguns casos podem requerer ressecg¢ao da
pele, da mandibula posterior ou do musculo masseter *. Para CME pequenos e de
baixo grau nas gléndulas salivares menores, uma grande excisdo local € muitas
vezes suficiente, mas para casos que se estendem ou que atingem as gléndulas
salivares maiores pode ser necessario mandibulectomia, maxilectomia,
mastoidectomia, ressecc¢ao craniofacial anterior, resseccdo do palato duro ou
avulsdo de nervos cranianos . Apesar da cirurgia ser curativa, em muitos desses
casos acaba sendo multiladora e afetando drasticamente a qualidade de vida do
paciente %',

Para tumores localmente avancados ou inacessiveis, o planejamento
terapéutico pode incluir radioterapia, quimioterapia ou ambas *. Embora nunca
testada em um ensaio clinico randomizado prospectivo, o0 uso de radioterapia
adjuvante pds-operatéria esta indicado em pacientes com metastases linfonodais,
doenca localmente avancada, comprometimento &6sseo ou nervoso, doenca
recorrente ou que apresentam padrao histolégico agressivo 3. Estudos retrospectivos
mais antigos fornecem evidéncias limitadas para o uso de radioterapia pos-
operatoria em pacientes de alto risco, apesar de demonstrar uma vantagem no
controle local da doenga, quando comparado com a cirurgia isoladamente 3. A falta
de estudos exploratorios sobre as terapias para tumores malignos de glandula
salivar se deve principalmente a raridade da doenga e a dificuldade de encontrar
pacientes para os ensaios clinicos >.

O uso de quimioterapia sistémica no CME tem sido geralmente empregada
em contextos paliativos, e aplicada em pacientes com doenca avancada ou
metastatica incuravel *®. Os regimes com cisplatina, isoladamente ou em

combinagdo com outras drogas, tém sido os mais frequentemente explorados *.
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Porém as taxas de resposta ao tratamento com cisplatina tém sido modestas, em um
ensaio clinico de fase Il, apenas 1 em cada 5 pacientes diagnosticados com CME e
tratados com cisplatina apresentaram resposta clinica satisfatéria *°. O Grupo de
Radioterapia em Oncologia (RTOG) estd atualmente realizando um ensaio
randomizado de fase Il para estabelecer se a administracdo de cisplatina,
juntamente com a radioterapia pos-operatoria, melhora o desfecho em pacientes
com tumores de glandulas salivares de alto risco, incluindo no CME 2. Outros
quimioterapicos, como o paclitaxel, também tém sido testados sem resultados
significativos “°. Em um ensaio clinico de fase Il com uso de paclitaxel, somente 3 de
14 pacientes com CME apresentaram resposta parcial ao tratamento “°.

Infelizmente, as opcbdes de tratamento sao limitadas e frequentemente
ineficazes °. Além disso, os pacientes com CME apresentam risco de metastase e
recorréncia por 10 anos ou mais apds o término do tratamento *’. Novas terapias
tém sido buscadas com base em aberragdes moleculares encontradas no CME,
apesar de os relatos sobre a citogenética, biologia molecular e patogénese deste
tumor serem bastante escassos 2°. O desenvolvimento de novos farmacos contra
alvos moleculares em neoplasias epiteliais levou a investigagdes no perfil molecular
dos canceres de glandula salivar, tanto para avaliagdo de progndstico quanto para o
desenvolvimento de novos tratamentos 2°. Estudos mostraram que a translocagao
cromossOmica t (11; 19) parece ser especifica ao CME, e resulta nas proteinas
fusionadas CRTC1-MAML2 e CRTC3-MAML2, que tém sido relacionadas a um
melhor prognostico *'. Pesquisas com o oncogene H-Ras mostraram que 18% dos
casos de CME avaliados apresentaram mutacdes no codon 12, e que esta mutagao
estava presente principalmente nos tumores de alto grau 2O receptor de fator de
crescimento epidérmico (EGFR) também tem sido bastante avaliado, esta expresso
em aproximadamente dois tergos dos casos de CME, e esta associado a um grau
histoldgico mais elevado do tumor **#4. Até agora, os resultados de varios ensaios
de fase Il de terapias dirigidas contra um ou varios destes alvos no tratamento de
pacientes com CME avangado tém sido decepcionantes *3. Mesmo assim, o papel
das terapias moleculares direcionadas continua a ser investigado por diversos

grupos de pesquisa na busca por melhores tratamentos.



30

2.2 CELULAS TRONCO TUMORAIS

Apesar de muitos estudos atuais buscarem novas terapias com abordagens
moleculares para o CME, poucos levam em consideracdo a presenca das CTT
nesses tumores ®. O subconjunto raro de células, conhecidas como células-tronco
tumorais (CTT), possui a propriedade de autorrenovacéo e a capacidade de gerar
heterogeneidade celular dentro de um tumor 8. Estas células também possuem uma
série de caracteristicas distintas que lhes tornam resistentes as terapias anticancer
atuais, o que causa falhas no tratamento e possibilita o ressurgimento do tumor 10,
Resumidamente, as CTT tém funcdes de extrema importancia para o
desenvolvimento, progressdo, metastase, resisténcia as terapias e recorréncia
tumoral '°. As CTT foram identificadas pela primeira vez em neoplasias malignas
hematopoiéticas através da expressdo de marcadores de superficie celular *°. Desde
entdo, as CTT foram identificadas em diversos tumores através de marcadores
especificos, incluindo nos tumores sélidos de mama “¢, glioblastoma *’, pancreas “,
melanoma *°, préstata *° e carcinoma epidermdide de cabeca e pescoco °'.

Foi demonstrado por imunohistoquimica que reconhecidos marcadores de
CTT (CD44, BMI-1, Oct-4 e Nanog) estao frequentemente expressos no CME e que
podem estar correlacionados com maior agressividade tumoral *2. Recentemente,
através da associagdo de dois marcadores, ALDH e CD44, as CTT foram
identificadas e isoladas no CME "', A aldeido desidrogenase (ALDH), é uma enzima
citosdlica que oxida aldeidos em acidos carboxilicos e tem sido utilizada na
identificacdo de CTT em diversos tipo de canceres °>. O CD44 ¢ um marcador de
superficie celular, que também tem sido utilizado extensivamente para identificar
CTT *. O CD44 é uma glicoproteina transmembranar e esta presente em processos
celulares que regulam sobrevivéncia, diferenciacéo, crescimento e motilidade celular
* A alta atividade de ALDH e a alta expressdo de CD44 foram utilizadas para
identificacdo e isolamento de células ALDH"'®"CD44"'°" ho CME, essa pequena
subpopulagao de células, que variou de 1,5% a 4,5% da populalagdo tumoral total,
ao serem inoculadas em animais imunocomprometidos demonstraram possuir alto
potencial tumorigénico, assim como capacidade de recriar a heterogeneidade
tumoral, caracteristicas fundamentais das CTT ''. Considerando que em outros
tumores as CTT desempenham um papel central na resisténcia tumoral as terapias

atuais, a descoberta da presenca dessas células no CME levanta a hip6tese de que
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estratégias direcionadas a CTT melhorem os resultados clinicos do tratamento
dessa neoplasia .

Estudos tém demonstrado que as CTT sao resistentes aos tratamentos
tradicionais com quimioterapicos e radiacdo 8. A resisténcia das CTT pode ser
atribuida a varios atributos Unicos dessas células '°. As CTT sdo tipicamente
encontradas em GO, o que as torna relativamente quiescentes e resistentes a
agentes quimioterapicos que agem de um modo dependente do ciclo celular, por
exemplo, a quimioterapia com cisplatina °°. Estudos também mostraram que as CTT
regulam positivamente proteinas de reparo de danos ao DNA, proteinas anti-
apoptoticas e proteinas transportadoras, tais como ABC, que sdo capazes de
bombear para fora da célula os agentes quimioterapicos %6.57 Evidéncias também
indicam que alguns medicamentos anticancerigenos convencionais além de nao
eliminar as CTT, também enriquecem seletivamente essa populagdo °®. Nesse
contexto, a presenga de CTT surge como uma possivel explicagdo para os tumores
de gléndulas salivares ndo serem sensiveis aos tratamentos atualmente aplicados
aos pacientes °.

As CTT podem permanecer em quiescéncia por longos periodos de tempo, e,
portanto, escapar de protocolos de tratamento convencionais *°. No entanto, estas
células tém potencial para se tornarem ativas novamente, diferenciar e proliferar,
levando ao estabelecimento de recidivas locais ou de metastases distantes *°.
Estudos mostram que o processo de metastase exige a formagédo de um perfil de
CTT metastatico, devido a alteragbes genéticas e epigenéticas essas células
passam a ter um perfil mais invasivo e, portanto, mais propenso a metastase ® ¢
Nessas células foi descrita a transicdo epitélio—-mesénquima (EMT), que ocorre
quando as células se dissociam umas das outras, diminuem a expressdo de
marcadores epiteliais, obtém a expressao de marcadores mesenquimais, alteraram a
estrutura do citoesqueleto, e estabelecem novas interagdes célula-matriz °'.
Curiosamente, células que apresentam um fendtipo EMT, também apresentam
caracteristicas moleculares de CTT %2. Ao mesmo tempo que um subgrupo de CTT
também expressam um fendtipo de EMT 2. Esse fendmeno fortalece as evidéncias

2 Estudos

de que o processo EMT e CTT estdo intimamente relacionados
mostraram que o processo de EMT e a plasticidade celular das CTT, que permite
essa variagao entre um fendétipo mais invasivo e um fendtipo mais proliferativo, sao

ativados através de uma regulagéo epigenética coordenada, incluindo modificagdes
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de DNA e de histonas, para se obter mudangas genéticas flexiveis e rapidas, a fim

de estabilizar a mudanca no fenétipo celular ©.

No processo de metastase a
plasticidade das CTT é de fundamental importancia, visto que inicialmente essas
células devem passar pela transigdo epitélio-mesenquimal, uma vez que atingem a
corrente sanguinea ou vasos linfaticos elas precisam se adaptar para evitar a
apoptose induzida por defesas naturais do organismo, e ainda devem ser capazes
de se ligar as células endoteliais de um 6rgao alvo, invadi-lo e iniciar um novo tumor
3. Para isto se envolve uma intensa comunicacgéo entre o tumor primario, CTT e o
sitio metastatico, através de citocinas, fatores de transcricdo, DNA circulante livre e
microRNAs .

Acredita-se que as CTT residem em nichos, microambientes locais
especializados, que formam um ambiente complexo onde interacdes entre as células
e componentes da matriz definem a sobrevivéncia e manutencio das caracteristicas
das CTT °°. O microambiente tumoral regula intensamente as CTT, as outras células
neoplasicas, o desenvolvimento tumoral, a infiltracido imune e também o processo de
metastase °°. No nicho das CTT varios componentes do microambiente podem
interagir com estas células e influenciar sua autorrenovagdo e promover resisténcia
as terapias °°. Este processo de sinalizagdo entre as células que envolvem o tumor,
como por exemplo as células endoteliais, e as células neoplasicas também pode
estar ocorrendo em érgéos distantes onde ocorre a metastase 67 Especula-se que o
direcionamento terapéutico para o nicho tumoral pode interromper essa interagao
entre as células neoplasicas e as células que constituem o nicho, afetando as CTT e
tornando o tumor mais suscetivel aos efeitos da radioterapia e quimioterapia
convencional °’.

Enquanto muitos estudos tém revelado os mecanismos de resisténcia a
terapia em outras neoplasias malignas, sabe-se muito pouco sobre a resisténcia dos
tumores de gléndula salivar, sendo essa uma das questdes clinicas mais
importantes que envolvem essa neoplasia °. A recente identificagdo das CTT no
CME, indica uma possivel explicacdo para a resisténcia as terapias, que pode levar
a recorréncia e metastase, mesmo anos depois de finalizado o tratamento ''. Uma
melhor compreensdo dos aspectos moleculares das CTT pode levar ao
desenvolvimento de tratamentos que visam esta subpopulacdo celular,
sensibilizando assim os tumores das glandulas salivares para terapias que eliminam

a populagao tumoral em massa, mas nao atingem as CTT 10,
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Atingir especificamente as CTT é um enorme desafio do ponto de vista
terapéutico, pois as estratégias que nao sao suficientemente seletivas para CTT
podem causar toxicidade em tecidos saudaveis e piorar o progndéstico dos pacientes
€8 Muitas abordagens utilizadas em outros tipos de cancer exploraram as diferengas
nos marcadores de superficie celular ou diferengcas na ativagcdo de vias de
sinalizagdo para identificar compostos que afetem seletivamente as CTT °°. Estes
alvos incluem fatores anti-apoptéticos, enzimas de reparacdo do DNA e vias de
sinalizagdo oncogénicas distintas tais como Wnt/B-catenina, TGF-B, Hedgehog,
EGFR, PTEN, Bcl-2, JAK/STAT, Notch e PI3K/AKT/mTOR ©°. Descobriu-se
recentemente que no CME a via de sinalizacdo AKT/mTOR esta superexpressa em
células ALDH™C"CD44"°" em comparagdo com as outras células do tumor .
Porém, mais estudos sdo necessarios para entender a participacdo dessa via de
sinalizagdo nos processos celulares que as CTT estdo envolvidas, assim como,
avaliar a utilizagdo de inibidores dessa via como alvo no tratamento direcionado as
CTT no CME.

2.3 VIA DE SINALIZAGAO mTOR

Atualmente existe pouca informacdo sobre a via de sinalizagado
PIBK/AKT/mTOR no CME. Entretanto, estudos que investigaram por imuno-
histoquimica a expressdo de proteinas importantes na via de sinalizagcdo PI3K
observaram a ativagédo dessa via em tumores de gléndula salivar, incluindo no CME
1316 " Outro estudo realizado especificamente em amostras de pacientes com CME,
identificou através de analise do perfil gendmico a ativacdo da via de sinalizagao
PI3K/mTOR, principalmente em casos de CME classificados como de alto grau °. A
hiperativagdo da via PI3BK/mTOR também foi recentemente descrita nas CTT do
CME "'. A cascata de sinalizacdo PI3K/AKT que leva a fosforilagdo de mTOR, é
crucial para muitas condigdes fisiologicas e patolégicas, como proliferagéo celular,
angiogénese, metabolismo, diferenciagdo e sobrevivéncia ’'. A via de sinalizagdo
fosfatidilinositol-3-quinase, PI3K, é frequentemente encontrada desregulada na
maioria dos canceres e contribui tanto para a patogénese do cancer como para a

resisténcia as terapias ’". A desregulagédo da via PIBK/AKT/mTOR pode acontecer
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por uma variedade de mecanismos, incluindo a superexpressdo ou ativacado de
receptores de fatores de crescimento, tais como HER-2 (receptor de fator de
crescimento epidérmico humano 2) e IGFR (receptor de fator de crescimento
semelhante a insulina), e mutagdes em PI3K e AKT % PTEN, que é um regulador
negativo de sinalizagdo de PI3K, também pode levar a desregulacdo dessa via
devido a mutacgdes, perda de heterozigose, metilagdo, expressdo aberrante de
microRNA reguladores, entre outros mecanismos 2.

Dentro dos componentes da via PISBK/AKT/mTOR, existe um grande interesse
no mTOR como alvo no tratamento de tumores malignos . Estudos mostram que
mTOR participa da regulacédo da tradugéo de proteinas, biogénese dos ribossomos,
proliferacdo, autofagia e sobrevivéncia celular "*. Ensaios clinicos que investigam a
seguranca e eficacia de inibidores de mTOR como monoterapia, ou em combinagéo
com agentes quimioterapicos tipicos, tém apresentado bons resultados para alguns
tipos de cancer 2°%’. O mTOR foi descoberto como resultado de uma pesquisa que
visava descobrir o alvo da rapamicina, um antibiético produzido pela bactéria
Streptomyces hygroscopicus que originalmente atraiu atengdo devido a sua
capacidade de inibir o crescimento de Candida albicans e outros fungos "°.
Rapidamente foi observado que a rapamicina também atua contra células de
mamiferos, com efeitos no tamanho e na proliferagdo celular, levando ao seu
desenvolvimento como medicamento imunossupressor e anticancerigeno . E a
proteina alvo da rapamicina em células de mamiferos foi nomeada mTOR, do inglés
“mammalian target of rapamycin” (alvo mamifero da rapamicina) ”’.

O mTOR regula o crescimento, a motilidade e o metabolismo celular
formando dois complexos multiprotéicos, mTORC1 e mTORC2 '. O complexo
mTORC1 é ativado pela via PI3BK/AKT e inibido pelo complexo hamartina-tuberina da
esclerose tuberosa, conhecido como TSC1/TSC2 8. A proteina AKT pode fosforilar
TSC2, interrompendo o complexo TSC1/TSC2, e assim ativar mTORC1 7. O AMPK,
proteina quinase ativa, também proporciona um mecanismo para controlar a
atividade do complexo TSC1/TSC2, mas em contraste com o AKT serve para
promover a atividade de TSC2 e bloquear a funcdo de mTORC1 "8, Entre outras
proteinas, o complexo mTORC1 contém mTOR, RAPTOR, mLST8, PRAS40 e
DEPTOR . A RAPTOR regula positivamente a atividade de mTOR e funciona como
um suporte para o recrutamento dos substratos de mTORC1 "°. A PRAS40 regula

negativamente a atividade de mTOR *. E as mLST8 e DEPTOR séo proteinas de
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suporte presentes nos dois complexos 8. Em resposta a fatores de crescimento e
nutrientes, o mMTORC1 regula o crescimento celular através da modulagdo de muitos
processos, incluindo sintese proteica, biogénese dos ribossomos e autofagia A
modulagao desses processos ocorre principalmente através da fosforilacdo de S6K-
1 e 4EBP1 8'. Apesar de ser uma medida indireta da atividlade de mTORC1, a
fosforilagcdo de S6K-1 € amplamente utilizada em pesquisas e na clinica como
biomarcador da atividade de mTORC1 '°. Outros substratos de mTORC1 incluem a
quinase ULK1, que € uma reguladora chave da autofagia, e também TFEB, um
regulador da biogénese dos lisossomos '°. Notavelmente, 0 mTORC1 também
exerce potente efeito de retroalimentacdo na via PI3K/AKT/mTOR através do
substrato S6K-1, inibindo a fosforilagdo do receptor de insulina 1 (IRS-1), que exerce
controle inibitério em AKT ®'.

O mTORC2 é constituido pelas proteinas mTOR, RICTOR, mSin1, mLST8,
DEPTOR, entre outras ®. A RICTOR é uma proteina exclusiva de mTORC2, e n&o
permite a ligagdo ao complexo formado pela rapamicina, conferindo assim
resisténcia a droga. mLST8 e DEPTOR s&o componentes presentes em ambos os
complexos formados por mTOR. E mSin1 é uma subunidade essencial de mTORC2
importante para a fosforilagdo de AKT Ser*’® . A ativacdo de mTORC2 resulta na

fosforilagdo de AKT no sitio hidrofébico Ser*’® 308

0 que permite a fosforilagdo de Thr
no dominio catalitico pela proteina PDK1, levando a completa ativagdo de AKT %. A
AKT Ser*”® é um substrato bem documentado de mTORC2, que também modula a
fosforilagdo da proteina quinase C a (PKCa), e assim regula o citoesqueleto e a
motilidade celular 8. AKT é um componente chave da via de sinalizagdo PI3K e
regula uma vasta gama de atividades celulares incluindo crescimento celular,

1. A fosforilacdo de AKT Ser*”® é estimulada pela

metabolismo e sobrevivéncia
ativagcao PI3K, embora o mecanismo molecular da regulagéo especifica de mTORC2
ainda nao esteja bem definido . O estudo de mTORC2 esta no inicio, mas a
descoberta de que mTORC2 diretamente fosforila AKT adiciona um novo no papel
ao mTOR no cancer 2.

Os dois complexos diferem na sua sensibilidade a rapamicina, mTORC1 é
sensivel e mTORC2 é considerado resistente '°. A rapamicina liga-se 8 FKBP12, um
membro da familia de proteinas de ligacdo de FK506, e o complexo rapamicina—
FKBP12 liga-se ao mTORCH1, inibindo a sua atividade '°. Os analogos da

rapamicina, conhecidos como rapalogs, possuem modificagdes relativamente
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pequenas em sua estrutura, agindo pelo mesmo mecanismo que a rapamicina para
inibir mTOR, porém com solubilidade e estabilidade aumentadas, o que facilita o uso
em pacientes ?°. A rapamicina e seus analogos podem inibir varios processos que
sdo importantes no tratamento antitumoral, incluindo angiogénese, proliferagdo e
sobrevivéncia celular ?’. A Administragdo de Alimentos e Medicamentos (FDA)
aprovou o tensirolimo para o tratamento de carcinoma de células renais de estagio
avangado em 2007 %"?®, Desde entso, estdo sendo realizados ensaios clinicos com
rapamicina e rapalogs, tais como tensirolimus e everolimo, para diversos tipos de
cancer, alguns deles foram aprovados para uso clinico, entretanto alguns resultados
tém sido desapontadores "%,

A rapamicina e os rapalogs s&o inibidores universais da fosforilagdo de S6K-1
dependente de mTORC1, mas a existéncia de um forte circuito de retroalimentagao
negativa de S6K-1 para AKT apresenta um problema terapéutico, uma vez que a
inibicao de S6K-1 leva a ativacdo de AKT, o que pode promover a sobrevivéncia e a
quimiorresisténcia celular 2°. No entanto, foi descrito que o tratamento a longo prazo
com rapamicina pode inibir a formacdo do complexo mTORC2 por sequestrar

moléculas de mTOR recém-sintetizadas .

Uma questdo importante € que o
mTORC2 é sensivel a rapamicina em algumas células, parcialmente sensivel e
resistente em outras '®. Assim, a rapamicina e os seus analogos s3o inibidores
universais de mTORC1 e S6K-1, e inibidores especificos em alguns tipos celulares
de mTORC2 e AKT '8, A complicacdo desta questdo é o fato de que ndo foram
identificados tragcos genéticos preditivos desse fendbmeno, o que permitiria saber em
quais tipos de tumores o tratamento com rapamicina e rapalogs teria efeito de inibir
mTORC2 e consequentemente reduzir a sobrevivéncia das células neoplasicas 2.
Inibidores para proteinas com fungdes mais amplas e acima de mTOR na
cascata de sinalizagdo, como os inibidores de PI3K/AKT, também estdo sendo
testados e poderiam resolver essa questdo por inibir mTORC1 e mTORC2 .
Contudo, é importante considerar que a medida que a acédo celular da via de
sinalizagdo se torna mais ampla, o risco de toxicidade aumenta, e esta toxicidade
pode levar a piores efeitos colaterais e afetar a qualidade de vida dos pacientes .
Portanto, existe vantagens em inibir diretamente mTOR, no entanto mais
conhecimentos sao necessarios a respeito do funcionamento da via e dos efeitos de

sua inibicdo 2.
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O CME, apesar de ser a neoplasia mais prevalente entre os tumores malignos
de glandula salivar, ainda n&o apresenta um tratamento satisfatorio, principalmente
para os casos mais avangados e agressivos. Nesse estudo buscou-se uma nova
terapia para o CME, que pudesse ser utilizada isoladamente ou em conjunto com as
terapias atuais, e que fosse capaz de afetar as CTT. Considerando a recente
descoberta que a sinalizacdo de mTOR esta superexpressa em CTT do CME,
decidiu-se avaliar o potencial uso de inibidores de mTOR como terapia para
eliminagao de CTT, assim como, tentar elucidar o funcionamento da via mTOR e os
efeitos moleculares do uso de inibidores de mTOR nas CTT. Esse conhecimento é
de extrema importancia no caminho para o melhor entendimento sobre o processo
de carcinogénese e no desenvolvimento de novas terapias para o carcinoma
mucoepidermoide, aspectos essenciais na ambicdo de melhorar a qualidade de vida

e 0 prognostico dos pacientes afetados por essa doenga.
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3 PROPOSIGAO

A proposicao deste estudo € avaliar o potencial uso de inibidores de mTOR
como terapia com alvo em células tronco tumorais no carcinoma mucoepidermdide.

Especificamente pretende-se:

1) avaliar a ativagdo da via de sinalizaggo mTOR em amostras de pacientes
humanos com CME e a relacdo da sua ativagdo com o progndstico clinico dos

pacientes.

2) avaliar a ativacédo e importancia da via de sinalizagdo mTOR nas células tronco
tumorais do carcinoma mucoepidermaoide, assim como, o efeito e especificidade de

acao dos inibidores de mTOR nessas células;

3) elucidar melhor o funcionamento da cascata de sinalizagdo AKT/mTOR/S6K-1 e
avaliar os mecanismos moleculares de acédo dos inibidores de mTOR nas células

tronco tumorais do CME;

4) comparar a acado de inibidores de mTOR com quimioterapicos utilizados
atualmente em relacdo a capacidade de induzir apoptose e de reduzir a fracdo de

células tronco tumorais;

5) verificar o potencial dos inibidores de mTOR como terapia contra o CME através
da andlise dos efeitos in vivo da inibicdo quimica e silenciamento genético de

mTOR, tanto nas células tronco tumorais, como no tumor como um todo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LINHAGENS CELULARES

As linhagens celulares de tumores de carcinoma mucoepidermoéide humano,
UM-HMC-1, UM-HMC-3A e UM-HMC-3B, geradas e caracterizadas no Laboratério
de Angiogénese (Faculdade de Odontologia, Universidade de Michigan, Ann Arbor,
MI, EUA) 8 foram mantidas em meio de cultura de glandula salivar (MGS)
constituido por DMEN (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Gibco, Carlsbad, CA,
EUA), 1% de I-glutamina (Gibco), 1% de penicilina e estreptomicina (Gibco), 20
ng/mL de fator de crescimento epidérmico (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, EUA),
400 ng/ml de hidrocortisona (Sigma Aldrich) e 5 ug/mL de insulina (Sigma Aldrich).
As células dérmicas endoteliais microvasculares humanas primarias (HDMEC,
Lonza, Basileia, Suica) foram cultivadas utilizando meio de crescimento endotelial
(EBM 2-MV, Lonza).

4.2 QUIMIOTERAPICOS E INIBIDORES QUIMICOS

Para os ensaios in vitro foram utilizados os seguintes medicamentos:
buparlisibe (inibidor de AKT — Selleckchem, Houston, TX, EUA), rapamicina (inibidor
de mTOR - Sigma Aldrich), tensirolimo (inibidor de mTOR - Sigma Aldrich),
PF4708671 (inibidor de S6K-1 - Selleckchem), cisplatina (Petah Tikva, Israel) e
paclitaxel (Fresenius Kabi, Bad Homburg vor der Hohe, Alemanha). Para o ensaio in

vivo utilizou-se tensirolimo (Selleckchem).

4.3 AMOSTRAS DE PACIENTES HUMANOS DIAGNOSTICADOS COM
CARCINOMA MUCOEPIDERMOIDE

O Departamento de Patologia da Universidade de Campinas (Campinas, SP,
Brasil) e o Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto (Belém, PA, Brazil)
forneceram amostras de tumores de 17 pacientes diagnosticados com CME e os
dados de acompanhamento clinico. Foram realizadas analise por imuno-

histoquimica da expressdo de p-mTOR e p-S6K-1 em todos os tumores e os
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resultados foram correlacionados com os dados clinicos de sobrevivéncia,

recorréncia e metastase dos pacientes.

4.4 IMUNO-HISTOQUIMICA E IMUNOFLORESCENCIA

Para a realizacdo de imuno-histoquimica e imunofluorescéncia cortes de
tecidos parafinados foram incubados a 60°C, desparafinizados em xilol e reidratados
em etanol. Para a revelagdo de epitopos foi utilizado o kit “Citrate Buffer Antigen
Retrieval” (Dako, Carpinteria, CA, EUA). Ligagbes inespecificas foram bloqueadas
por incubagdo com 0,1% de Triton-x100 (Sigma Aldrich) durante 20 minutos,
peréxido de hidrogénio a 3% durante 20 minutos, e “Background Sniper” (Biocare
Medical, Pacheco, CA, EUA) durante 20 minutos. As Iaminas de imuno-histoquimica
foram incubadas por 16 horas a 4°C com anticorpo p-mTOR (1:50, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA), anticorpo p-S6K-1 (1:100, Santa Cruz
Biotechnology) ou fator VIII (1:50, Thermo Scientific). Os cortes foram lavados duas
vezes durante 10 minutos com PBS e depois incubados com “MACHI 3 Probe”
(Biocare Medical) durante 20 minutos. Em seguida, foram lavados novamente duas
vezes em PBS durante 10 minutos e incubados com “‘MACHI 3 HRP polymer”
(Biocare Medical) durante 20 minutos. Por fim, as laminas foram coradas com o
cromoégeno 3,3-diaminobenzidina (DAB), contrastadas com hematoxilina Mayer,
desidratadas em etanol e montadas. Os cortes de imunofluorescéncia foram
incubados com o anticorpo ALDH1 derivado de coelho (1:100, Abcam, Cambridge,
Reino Unido) e o anticorpo CD44 derivado de camundongo (1:200, Abcam),
conjuntamente, por 16 horas a 4°C de temperatura. No dia seguinte, as laminas
foram lavadas com PBS duas vezes durante 10 minutos e incubadas com Alexafluor
488 anti-coelho (1:200, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) durante 20 minutos. Em
seguida, as laminas foram incubadas com Alexafluor 594 anti-camundongo (1:200,
Invitrogen) durante 20 minutos. Os nucleos foram corados com DAPI. As laminas
foram visualizadas sob microscopia de luz ou de fluorescéncia (Leica DM 5000B,
Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha), e as imagens foram adquiridas com o
software Q-Capture (versdo Pro 7, Q-imaging). Foram selecionados aleatoriamente
10 campos por Iamina com aumento de 400x e a porcentagem de células positivas

foi quantificada utilizando o software ImagedJ (versao 1.46, NIH).
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4.5 ANALISE ESTATISTICA DA IMUNO-HISTOQUIMICA

A comparagéao estatistica da porcentagem média de células p-S6K-1 positivas
e da porcentagem média de células mTOR positivas entre cada paciente livre de
doenga apos a cirurgia e os acometidos por metastase, recorréncia ou morte foram
calculadas utilizando o teste U de Mann-Whitney. Todos os calculos foram

realizados utilizando-se o software estatistico R 3.1.0.
4.6 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE

Os ensaios de sulforodamina B (SRB) foram realizados para avaliar o efeito dos
inibidores da via de sinalizagdo AKT/mTOR/S6K-1 na viabilidade celular. As células
foram plaqueadas em uma densidade de 1x10° células por poco em placas de 96
pocos, e no dia seguinte foram expostas a concentragcdes crescentes de inibidor de
AKT (buparlisibe), inibidores de mTOR (rapamicina e tensirolimo) ou inibidor de S6K-
1 (PF4708671) por até 96 horas. As células foram fixadas com acido tricloroacético
10% gelado durante 1 hora a 4°C. Em seguida, as células viaveis foram coradas
com corante SRB a 0,4% (Sigma-Aldrich) durante 30 minutos. As placas foram
lavadas com acido acético a 1% para remover o excesso de corante. Utilizou-se 10
mMol/L de tris base para solubilizar novamente as células coradas e em seguida as
placas foram lidas no leitor de microplacas a 560 nm (GENios, Tecan, Durham, NC,
EUA). Os resultados foram normalizados e os valores de IC50 foram determinados
para os experimentos de 96 h. Os dados foram obtidos em quadruplicatas para cada
condicdo de tratamento e trés experimentos independentes foram realizados para

verificar a reprodutibilidade dos dados.
4.7 WESTERN-BLOTTING

Os lisados de proteinas das células UM-HMC e de tecidos derivados dos
xenoenxertos foram preparados utilizando o tampéao de lise nonidet P-40 (NP-40) a
1% e carregados em gel SDS-PAGE entre 9 e 12%. As membranas foram incubadas
de um dia para o outro a 4°C com os anticorpos AKT (Ser*”®, Cell Signaling,
Danvers, MA), p-AKT (Ser*”®, Cell Signaling), mTOR (Cell Signaling), p-mTOR
(Santa Cruz Biotechnology), S6K-1 (Cell Signaling), p-S6K-1 (Santa Cruz
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Biotechnology), BMI-1 (Cell Signaling) na concentracdo de 1:1000, ou com B-actina
conjugada com peroxidase na concentracdo de 1:100.000 (Santa Cruz
Biotechnology). As membranas foram bloqueadas com incubag&o por 4 horas com
leite desnatado a 1% e quando necessario, foram expostas a anticorpos secundarios
anti-coelho ou anti-camundongo conjudados com peroxidase (Jackson Laboratories,
Bar Harbor, ME, EUA) na concentragdo de 1:1000. As proteinas imunorreativas
foram visualizadas pelo substrato quimioluminescente “SuperSignal West Pico”
(Thermo Scientific, Carlsbad, CA, EUA). Foram realizados trés experimentos

independentes para verificar a reprodutibilidade dos dados.
4.8 CITOMETRIA DE FLUXO

As células foram filtradas utilizando tubos de poliestireno de 5ml com tampa-
filtro (BD Pharmingen, San Jose, CA, EUA). Para a quantificagdo de ALDH foi
utilizado o kit Aldefluor (Stem Cell Technologies, Vancouver, Columbia Britanica,
Canada). Foram preparadas suspensdes de células individuais com 2x10° células/ml
e incubagdo dessas células com 5 pl de substrato de Aldefluor® (Cayman
Chemicals, Ann Arbor, MI, EUA) ou 5 pl do inibidor da atividade de ALDH
dietilaminobenzaldeido (DEAB) durante 40 minutos a 37°C. Em seguida, as células
foram lavadas e expostas a ao anticorpo anti-CD44 (APC, BD Pharmingen) na
concentragédo 1:100 durante 30 minutos a 4°C. As células foram entdo quantificadas
de acordo com a atividade de ALDH e expressdo de CD44. Alternativamente, as
células foram coradas com uma combinacao de AldeRed 588-A (Miliipore, Billerica,
MA, EUA) com anti-CD44 violeta (V450, BD Horizon, San Jose, CA, EUA) para os
experimentos com células transfectadas com GFP; ou com o substrato Aldefluor®
(Cayman Chemicals) e anti-CD44 violeta (V450, BD Horizon) para os ensaios de
apoptose. Para o ensaio de apoptose, as células foram incubadas com anexina V
(APC, BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) na concentragdo 1: 100 (APC, BD
Biosciences) e incubadas durante 20 minutos em temperatura ambiente. Para este
ensaio células tratadas com DMSO foram utilizadas como controle positivo. Em
todos os experimentos de citometria de fluxo, utilizou-se a 7-aminoactinomicina-D (7-
AAD, BD Biosciences) como um controle de viabilidade celular e os dublets celulares

foram eliminados no inicio da analise de acordo com o tamanho e complexidade
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celular. Os resultados foram analisados utilizando o software FlowJo® (FlowJo,
9.9.5) e os dados foram obtidos a partir de triplicatas e representam pelo menos 3

experimentos independentes.

4.9 ENSAIO DE SALISFERAS

As esferas ndo aderentes derivadas de células de carcinoma mucoepidermodide
(salisferas) foram cultivados em placas de 6 pogos de ultrabaixa aderéncia de 6
pocos (Corning, New York, NY, EUA) durante 10 dias com DMEM-F12 (Invitrogen)
suplementado com suplemento de N-2 a 1% (Invitrogen), 1% de GlutaMAX
(Invitrogen), 1% de penicilina/estreptomicina (Invitrogen), 1 uM de dexametasona
(Sigma-Aldrich), 10 pg/ml de insulina (Sigma Aldrich), 20 ng/ml de EGF (Sigma
Aldrich) e 20 ng/ml de fator de crescimento de fibroblastos basico (bFGF, Sigma
Aldrich). A passagem para esferas secundarias foi realizada com exposigdo das
salisferas a tripsina 0,25% durante 5 minutos, e dissociagdo mecanica das células.
Utilizou-se solugéo neutralizante de tripsina (Lonza) para neutralizar a tripsina. Em
seguida, as células foram contadas, diluidas em 1000 células por 3 ml, adicionadas
a placas de ultrabaixa aderéncia de 6 po¢os (Corning) e analisadas por 21 dias.
Colbdnias de 50 células ou mais foram consideradas salisferas. Os dados foram
obtidos a partir de ftriplicatas e representam pelo menos 3 experimentos

independentes.

4. 10 SILENCIAMENTO DE mTOR

Células EK293T foram co-transfectadas de forma transitoria com os vectores
lentivirais psPAX2, pMD2G e duas sequéncias de sh-RNA para silenciamento de
MTOR e expressdo de GFP (sh-mTOR (a), sh-mTOR (b); University of Michigan,
Ann Arbor, MI, EUA) pelo método do fosfato de calcio. As células UM-HMC-1, -3A e -
3B foram infectadas com sobrenadantes contendo lentivirus e selecionadas com 1
mg/ml de puromicina (Sigma-Aldrich). O silenciamento de mTOR foi verificado por

western blot e por analise de citometria de fluxo da expresséo de GFP.
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4.11 XENOENXERTOS DE CARCINOMA MUCOEPIDERMOIDE

Para verificar o impacto do silenciamento com mTOR foram preparadas
estruturas tridimensionais (scaffolds) de &acido poli-lactico altamente porosos
(6x6x1mm) semeados com 700.000 de células UM-HMC-3B silenciadas para mTOR
ou transfectadas com controle e 300.000 células primarias HDMEC (Lonza) em meio
contendo fator de crescimento reduzido (Matrigel; Corning) e EGM2-MV (Lonza) na
concentracdo de 1:1. Foram implantados dois scaffolds bilaterais no espaco
subcutédneo da regido dorsal de camundongos imunodeficientes (CB.17.SCID,
Charles River Laboratory, Wilmington, MA, EUA). Os tumores foram medidos 3
vezes por semana durante 90 dias, momento que os primeiros tumores excederam
1.000 mm® e o experimento foi finalizado (Figura 4.1). O tamanho do tumor foi
calculado utilizando a férmula: volume (mm?®) = C x L? / 2 (C para comprimento e L

para largura).

300.000 de células
endoteliais microvasculares
humanas 700.000 de células
UM-HMC-3B
sh-mTOR ou sh-controle
Matrigel
Meio EGM2-MV

Scaffold biodegradavel

Ressecao dos
tumores e analises
90 dias de
monitoramento

Implantagao subcutanea Primeiros tumores
bilateral de scaffolds em alcangaram volume
camundongos SCID médio de 1000mm?

Figura 4.1 - Visdo esquematica do experimento in vivo utilizado para avaliagcdo do impacto do
silenciamento de mTOR
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Para verificar in vivo o impacto da inibicdio de mTOR, foram implantadas
700.000 de células UM-HMC-3B juntamente com 300.000 células primarias HDMEC
(Lonza) em scaffolds da mesma forma que descrito acima. Os tumores foram
medidos semanalmente e quando o volume médio dos tumores atingiu 200 mm?, os
camundongos foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos e tratados com
tensirolimo (10 mg / kg) ou veiculo (5% de polietilenoglicol-200 e 0,5% de tween 80
em agua) diariamente durante 7 dias, via inje¢ao intraperitoneal (Figura 4.2).

Em ambos os experimentos, os camundongos foram submetidos a eutanasia e
resseccao dos tumores. Os tumores removidos foram divididos em 3 fragdes e
preparados para os seguintes experimentos: western blot, imuno-histoquimica e
citometria de fluxo. A primeira fragao de todos os tumores foi fixada durante 24 horas
em formalina tamponada a 10% (Fisher Scientific, Carlsbad, CA, EUA) a 4°C e
processada para imuno-histoquimica. A segunda fragéo foi exposta a tampao de lise
nonidet P-40 (NP-40) a 1% para preparar lisados proteicos. E, finalmente, a terceira
fracdo dos tumores foi picada em pequenos pedacos e digerida em solugdo de
colagenase-hialuronidase 10x (Stem Cell Technologies) diluida 1:10 em MGS sem
soro fetal bovino a 37°C durante 60 minutos. As células foram passadas através de
um filtro de 40 ym (Fisher) e adicionou-se meio MGS com soro bovino fetal (FBS,
Invitrogen) as células. As células vermelhas do sangue foram lisadas por incubagéo
em tampao de lise de AKC (Invitrogen) por 1 minuto. Em seguida, as suspensdes de
células do tecido foram preparadas para citometria de fluxo. O cuidado e tratamento
dos animais durante esses experimentos foram de acordo com as diretrizes
institucionais da Universidade de Michigan e aproados pelo comité de ética (Anexo
A).
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300.000 de células
endoteliais microvasculares

humanas 700.000 de células
UM-HMC-3B
Matrigel
Meio EGM2-MV
Scaffold biodegradavel
7 dias de tratamento
com tensirolimo ou
veiculo
Implantagéo subcutanea Tumores com Ressecao dos
bilateral de scaffolds em volume médio de tumores e analises
camundongos SCID 200mm?3

Figura 4.2- Visao esquematica do experimento in vivo para avalicdo do impacto do tratamento com
tensirolimo

4. 12 ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos foram analisados por ANOVA, seguido por testes post-hoc
Tukey ou teste t de Student, conforme a indicagdo. Para avaliar o crescimento
tumoral in vivo utilizou-se uma regressao linear de efeito misto para permitir a
interpretacdo de medigbes repetidas em cada tumor. Os efeitos fixos do modelo
incluiram o tempo, o tamanho inicial do tumor e o tratamento ou o grupo sh-rna.
Assumiu-se uma estrutura de correlagdo autorregressiva de modo que valores de
tempo mais préximos sdo assumidos como sendo mais correlacionados. As curvas
de predigao foram geradas a partir do modelo de regressdo. A analise foi realizada
usando no programa de software R, versdo 3.1.0. O nivel de significdncia foi

determinado em p <0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 EXPRESSAO DE P-MTOR E P-S6K-1 CORRELACIONA-SE COM PIOR
PROGNOSTICO DOS PACIENTES COM CME

Para investigar os padrdes de expressao de p-mTOR e p-S6K-1 no carcinoma
mucoepidermoide humano, realizamos analises por imuno-histoquimica em 17
casos de pacientes com acompanhamento clinico de até 13 anos (Tabela 5.1,
Figuras 5.1A e 5.1B).

Verificou-se que p-S6K-1 esta expresso principalmente no nucleo, enquanto
p-mTOR foi encontrado no nucleo e citoplasma das células (Figura 5.1C). Observou-
se também que a média da porcentagem de células positivas para p-S6K-1 e de
células positivas para p-mTOR foram ambas maiores nos pacientes com metastase,

recorréncia ou morte (p = 0,002941, em ambos os casos) (Figuras 5.1A e 5.1B).
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Figura 5.1 - Correlagéo entre a ativagdo da via mTOR e o pior prognéstico dos pacientes portadores

de carcinoma mucoepidermoide. A, Imagens representativas de imuno-histoquimica para
p-mTOR e p-S6K-1 realizada em amostras de tumores, segundo o marcador e a
intensidade de expressdo. As barras de escala representam 25 um. B, Grafico ilustrando
a correlagdao entre pacientes livre de doenga e pacientes que apresentaram recidiva,
metastase ou falecidos com a média da expressdo de p-mTOR e p-S6K-1 em tumores de
CME. C, Imagens representativas de imuno-histoquimica para p-mTOR em tecidos
tumorais de CME. A expressdo de p-mTOR foi encontrada em nucleo, citoplasma ou
ambos concomitantemente. Na primeira imagem, apesar da marcagao
predominantemente nuclear, observamos positividade para mTOR no nlcleo e
citoplasma de algumas células. Na segunda imagem, observamos expressdo de mTOR
predominantemente citoplasmatica. Na terceira imagem, observamos que células claras
também apresentam expressdo de mTOR, neste caso com marcagéo apenas nuclear
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A fim de avaliar inicialmente o potencial terapéutico dos inibidores da via
AKT/mTOR/S6K-1, foram realizados nas linhagens UM-HMC-1, -3A e -3B ensaios
de dependéncia de dose e tempo para o efeito na viabilidade celular dos seguintes
inibidores: buparlisibe (inibidor de AKT), rapamicina e tensirolimo (inibidores de
mTOR) e PF4708671 (inibidor de S6K-1). A porcentagem de células viaveis foi
determinada por ensaio com corante SRB (Figura 5.2). Os dados foram
normalizados e representam pelo menos trés experimentos independentes
realizados em quadruplicata. Foi observada uma resposta citotoxica dependente da
dose e do tempo em todas as linhagens de células CME avaliadas. Os valores de
IC50 para cada inibidor utilizado mostrou que mesmo em baixas concentracoes,
variando entre uM e ng/ml, essas drogas foram capazes de reduzir a populagéo
neoplasica em 50%, evidenciando a importancia da via de sinalizacdo de mTOR na

sobrevivéncia de células do CME.
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Figura 5.2 - Ensaio de citotoxicidade para os inibidores da via de sinalizagdo AKT/mTOR/S6K-1. Os
graficos descrevem os resultados do ensaio de viabilidade celular nas linhagens UM-
HMC-1, -3A e -3B, na dependéncia do tempo e dose, mostrando o efeito da buparlisibe
(inibidor de AKT), rapamicina e tensirolimo (inibidores de mTOR), e PF4708671 (inibidor
de S6K-1), conforme determinado pelo ensaio SBR



54

5.2 VIA DE SINALIZACAO MTOR ESTA SUPEREXPRESSA NAS CTT DO CME

Para elucidar a ativagcao da via de sinalizacdo de mTOR em CTT de CME
realizou-se a separagao celular, sorting, nas linhagens UM-HMC-1, -3A e -3B para
isolar a subpopulagdo de células ALDH™®"CD44"'°" da subpopulagdo nao-CTT
(células ALDH™CHCD44 " ALDH""CD44™H ¢ ALDH"°"CD44"°"). Em seguida,
realizou-se western blotting com os lisados celulares das subpopulagdes isoladas
para a expressao dos anticorpos AKT, p-AKT, mTOR, p-mTOR, S6K-1 e p-S6K-1,
BMI-1 e B-actina (Figura 5.3A). Os resultados mostraram uma superexpresséo de p-
AKT, p-mTOR, p-S6K-1 e BMI-1 em células ALDH"'®"CD44"'°" em comparacdo
com as nao-CTT, enquanto AKT, mTOR e S6K-1 apresentaram expressao
semelhante entre as subpopulagdes.

Para avaliar o potencial de mTOR como terapia direcionada as CTT do MEC,
tratamos CTT isoladas, células ALDH™"'®"CD44"'®" com 2ng/ml de rapamicina por
24 horas. Em seguida, avaliou-se por western blot as mesmas proteinas do
experimento anterior (Figura 5.3A). Surpreendentemente, além do bloqueio da
fosforilagdo da via de sinalizaggo mTOR, observou-se nas células
ALDH™'®"CD44"'®" tratadas com rapamicina uma reducdo significativa de BMI-1,
que é o principal regulador da autorrenovagéo das CTT. Estes dados indicam que a
inibicdo de mTOR exerce efeito sobre as CTT.

A dupla marcagdo por imunofluorescéncia para ALDH e p-mTOR em tecidos
humanos e em tumores de xenoenxerto derivados de células UM-HMC-3A reforcou
a evidéncia de que as CTT apresentam ativacao diferenciada da via de sinalizagao
de mTOR. A expressédo de ALDH foi encontrada no citoplasma das células e corada
em verde, enquanto o p-mTOR foi corado em vermelho e estava presente no nucleo,
citoplasma, ou ambas localizagbes das células. Os tecidos humanos e de
xenotransplantes exibiram uma populacédo de células com expressao de ALDH e p-
mTOR, representadas por células que foram coradas em vermelho no nucleo e
verde ou amarelo (devido a coexpressao dos dois marcadores na mesma regiéo) no
citoplasma. Estas células estavam localizadas principalmente em torno dos vasos
sanguineos e na frente de invaséo tumoral (Figura 5.3B). Estes resultados sugerem
que a sinalizacdo de mMTOR esta realmente superexpressa em células
ALDHM®HCD44M%H ¢ pode ser um alvo importante no tratamento direcionado para as
CTT do CME.
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Figura 5.3 - Superexpresséo da via de sinalizagdo mTOR nas CTT. A, As células, UM-HMC-1, -3A e -
3B foram separadas nas subpopulacdes ALDH™®"CD44™®" (CTT) e combinacéo das
células ALDH"®"CD44"°" ALDH"*"CD44"°" ¢ ALDH"®"'CD44"°" (n&0o-CTT). A figura
mostra os resultados por western blot para expressdo dos anticorpos p-AKT, AKT, p-
mTOR, MTOR, p-S6K-1, S6K-1, BMI-1 e B-actina nas CTT e nao-CTT. B, Western blot
para p-AKT, AKT, p-mTOR, MTOR, p-S6K-1, S6K-1, BMI-1 e B-actina na populagéo
ALDH™®"CD44™°" derivada das linhagens UM-HMC-1, -3A e -3B e expostas a 2 ng/ml
de rapamicina durante 24 horas em comparagao as mesmas células tratadas apenas com
o veiculo, utilizado como controle. C, Imunofluorescéncia em tumores de xenoenxertos
gerados a partir de células UM-HMC-3A e em amostra de paciente diagnosticado com
CME, nas areas do fronte de invasdo e perivascular. ALDH esta corado em verde, p-
mTOR corado em vermelho e DAPI em azul. As barras de escala representam 25 ym
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5.3 INIBICAO DA VIA DE SINALIZACAO MTOR REDUZ A FRAGCAO E
AUTORRENOVAGCAO DAS CTT NO CME.

Para explorar o papel da via de sinalizacdo mTOR nas CTT do CME, a
populagdo total UM-HMC-1, -3A e -3B foi exposta durante 24 horas a doses
crescentes dos inibidores: inibidores de AKT, de 0,2 a 20 uM de buparlisibe ou
LY2940002, inibidores de mTOR, de 0,2 a 20 ng/ml de rapamicina ou tensirolimo, e
inibidor de S6K-1, de 2 a 200 nM de PF4708671. As doses utilizadas foram
escolhidas de acordo com as instrucdes do fabricante de cada inibidor em relagao
ao momento que as drogas passam a inibir seus alvos. Em seguida, realizou-se
western blot com lisados proteicos das as células tratadas e controles para
expressdo de p-AKT, AKT, p-mTOR, mTOR, p-S6K-1, S6K-1, BMI-1 e B-actina
(Figura 5.4). A inibicdo de AKT manteve os niveis basais de expressdo de AKT,
mTOR e S6K-1, contudo reduziu progressivamente a ativagado da via de sinalizagao
de acordo com a concentragéo de inibidores, evitando a fosforilagdo de AKT, mTOR
e S6K-1. A inibicdo de mTOR também diminuiu a ativagdo da via de sinalizagdo nas
células tratadas, inclusive reduzindo a expressao de p-AKT que é um componente
acima de mTOR na via de sinalizacdo. Este efeito presumivelmente ocorreu porque
os componentes fosforilados por mMTOR realizam um potente efeito de
retroalimentacdo na via de sinalizagao, atuando sobre AKT. O PF4708671, inibidor
de S6K-1, foi capaz de inibir especificamente a fosforilagdo de S6K-1, nao
interferindo na ativagdo de outros componentes da via. E curiosamente, todos os
inibidores testados para AKT, mTOR e S6K-1 reduziram significativamente a
expressao de BMI-1.

Também foi investigado o efeito da inibigdo da via de sinalizagdo mTOR na
fragdo de CTT. Analisou-se a fracdo de células ALDH"'®"CD44"'°" apos todas as
condi¢gdes de tratamento citadas acima através de citometria de fluxo. Observou-se
uma reducdo significativa e consistente na fracdo de células ALDH™M®"CD44"'" em
todas as linhagens celulares avaliadas (UM-HMC-1, -3A e 3B) e para todos os
inibidores, mesmo quando expostos a baixas concentracbes (Figura 5.4 -
APENCIDES A, B e C). Curiosamente, o inibidor de S6K-1, que apresentou o IC50
em 96 horas entre 1,43 e 1,86 pM, foi capaz de reduzir a fracdo de células
ALDH™'®"CD44"'®" em todas as linhagens com concentracdes expressivamente

mais baixas que o IC50, de 2 a 200 nM, durante apenas 24 horas de tratamento.



58

Este resultado, junto aos resultados obtidos por western blot, sugere que S6K-1 tem
importancia fundamental na regulacdo da fracdo de CTT, considerando que outros
componentes da via de sinalizagdo permaneceram ativos nesses experimentos com
PF4708671.

Com o proposito de confirmar a redugcdo na fragdo de CTT e para
compreender melhor por quais mecanismos esta redugdo estd acontecendo
realizou-se o ensaio de salisferas (Figura 5.5). Uma concentragdo de cada inibidor
foi escolhida com base no ponto em que houve reducéo da expressao de BMI-1 por
western blot. As células UM-HMC-1, -3A e -3B foram plaqueadas em placas de
ultrabaixa aderéncia para formacao de salisferas. As células foram tratadas com 20
mM de buparlisibe, 20 yM de LY2940002, 2 ng/ml de rapamicina, 2 ng/ml de
tensirolimo ou 200 nM de PF4708671, assim como, veiculo para controle e foram
monitorizadas durante 10 dias. Observou-se que todas as linhagens celulares
testadas formaram salisferas quando tratadas com veiculo, enquanto o tratamento
com cada um dos inibidores resultou em redugédo significativa no numero de
salisferas. Para avaliar a eficacia de cada inibidor para reduzir a autorrenovacéo,
como sugerido pela reducédo de expressdo de BMI-1, as salisferas primarias foram
dissociadas e plaqueadas em salisferas secundarias. Foi observada reducdo na
formacao de salisferas secundarias em células que foram expostas a inibidores em
comparagado com as células expostas apenas ao veiculo. O ensaio de salisfera
confirmou a reducado na fragdo de CTT e a expressao de BMI-1 observada pelos
ensaios de citometria de fluxo e western blot, respectivamente. Esses resultados
mostram que um dos mecanismos que levou a redugao na fracdo de CTT foi a perda

no potencial de autorrenovacgao, caracteristica fundamental das CTT.
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Figura 5.4 - Reducdo da fragdo de CTT apds tratamento com inibidores da via de sinalizagédo

AKT/mTOR/S6K-1. A, Western blots para p-AKT, AKT, p-mTOR, mTOR, p-S6K-1, S6K-
1, BMI-1 e pB-actina; e abaixo o grafico que representa a fragdo de CTT
(ALDH™®"CD44™°") apos exposigdo das células UM-HMC-1, -3A e -3B a concentragdes
crescentes de inibidores de AKT (buparlisibe ou LY2940002 - 0,2 a 20 uM) ou veiculo. B,
Western blots para p-AKT, AKT, p-mTOR, mTOR, p-S6K-1, S6K-1, BMI-1 e B-actina; e
abaixo o grafico que representa a fragdo de CTT (ALDH™®"CD44"'®") apés exposicdo
das células UM-HMC-1, -3A e -3B a concentragdes crescentes de inibidores de mTOR
(rapamicina ou tensirolimo - 0,2 a 20 ng/ml). C, Western blots para p-AKT, AKT, p-
mTOR, mTOR, p-S6K-1, S6K-1, BMI-1 e B-actina; e abaixo o grafico que representa a
fragdo de CTT (ALDH"'®"CD44"'®"), apos exposicao das células UM-HMC-1, -3A e -3B a
concentragdes crescentes de inibidor de S6K-1 (PF4708671 - 2 a 200 nM). Para todas
as analises estatisticas foram utilizados os testes ANOVA unidirecional e pos-hoc Tukey.
Diferentes letras minusculas indicam diferengas significativas entre os grupos (P <0,05)
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Figura 5.5 - Ensaio de salisferas com inibidores da via de sinalizacdo AKT/mTOR/S6K-1. A, Imagens
representativas de salisferas derivadas das linhagens celulares UM-HMC-1, -3A and -3B
apos exposi¢do a 20 uyM de buparlisibe, 20 pM de LY2940002, 2 ng/ml de rapamycin,
2ng/ml de tensirolimo, 200 uM de PF4708671 ou veiculo (aumento de 40X). B, Grafico
que representa o numero médio de salisferas primarias e secundarias por pogo em todas
as condigdes de tratamento. Para todas as analises estatisticas foi utilizado ANOVA
unidirecional e pos-hoc Tukey. Diferentes letras minusculas indicam diferengas
significativas entre os grupos (P <0,05)
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54 INDUGCAO DE APOPTOSE PREFERENCIALMENTE NAS CTT POR
INIBIDORES DE MTOR

Para verificar a especificidade do efeito da inibicdo de mTOR sobre as CTT e
para compreender melhor o mecanismo que conduz a reducido de fracdo destas
células, analisou-se por citometria de fluxo a expressédo de anexina V nas linhagens
celulares UM-HMC-1, -3A e -3B apéds tratamento com inibidores de mTOR. Em

seguida, as células apoptdticas (anexina Vv HcH

) foram correlacionadas com a
expressado de ALDH e CD44. Também foram avaliados nesse experimento agentes
quimioterapicos utilizados atualmente no tratamento de pacientes, cisplatina e
paclitaxel. As células UM-HMC-1, -3A e -3B foram tratadas durante 24 horas com
concentragdes crescentes de rapamicina (0,2-20 ng / ml), tensirolimo (0,2-20 ng /
ml), cisplatina (0,2-20 pM), paclitaxel (0,2-20 nM) ou veiculo. Primeiramente, as
células mortas foram eliminadas de acordo com a expressdo de 7-AAD. As células
viaveis selecionadas foram avaliadas quanto a expressdo da anexina V e células
com alta expressao foram consideradas apoptéticas. As células vivas também foram
analisadas quanto a expressado de ALDH e CD44, sendo divididas em 4 populacdes
(ALDH™'CHCD44™CeH - ALDH™CHCD44"W | ALDH"VCD44™%H e ALDH-9YCD44°%).
Em seguida, ambas analises foram sobrepostas revelando a qual populagao celular
pertenciam as células apoptoticas. A fim de evitar a sobreposicdo entre as
fluorescéncias dos anticorpos, foram utilizados fluorocromos lidos em lasers
diferentes, o substrato Aldefluor® (Cayman Chemicals) lido no laser azul, CD44
(V450, BD Horizon) lido no laser violeta e anexina V (APC; BD Biosciences) lido no
laser vermelho. A estratégia desenvolvida para selegdo e avaliagdo das células

concomitantemente para anexina V, ALDH e CD44 esta descrita na figura 5.6
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Figura 5.6 - Estratégia de analise para o ensaio de apoptose realizado por citometria de fluxo. A,
Exclusdo das células mortas através da expressao de 7-AAD. B, Anadlise das células
apoptoéticas quanto a expressdo de anexina V determinada através dos controles (IgG
em células ndo tratadas x anexina V em células tratadas). C, Analise da expressao de
ALDH/CD44 determinada através dos controles (DEAB+IGG). D, Graficos da expressao
conjugada de anexina V e ALDH/CD44

Os resultados mostraram que a subpopulacdo ALDH™CHCD44"®H apresentou
uma diferenga significativa na porcentagem de células apoptéticas entre os grupos
expostos ao veiculo e os grupos tratados com rapamicina ou tensirolimo, mesmo em
baixas concentracdes dos inibidores. Além disso, as células ALDH"C"CD44McH
mostraram uma porcentagem mais elevada de células apoptéticas em comparagao
com as ndo-CTT tratadas com rapamicina e tensirolimo, essa agao nas CTT foi
observada em todas as linhagens testadas (Figuras 5.7, 5.8, 5.9). Estes resultados
sugerem que os inibidores de mTOR tém uma agao direcionada as CTT, induzindo
apoptose nesta subpopulacdo de células. E interessante que, nos grupos tratados
com rapamicina e tensirolimo, as células ALDH"®"CD44"°" apresentaram
porcentagem mais elevada de células apoptéticas do que as células com baixa

atividade de ALDH. Nos grupos tratados com cisplatina e paclitaxel ndo houve
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diferenga significativa na porcentagem de células apoptdticas em células
ALDHMCHCD44MCH tratadas, em comparagdo com as células expostas apenas ao
veiculo. Em oposicdo, as subpopulacbes com baixa atividade de ALDH
(ALDH"°"CD44HceH e ALDH-°YCD44-%%) apresentaram percentual
significativamente maior de células apoptoticas apds exposicdo a cisplatina ou
paclitaxel.

A fragao total de células ALDH™'®"CD44"'°" também foi analisada para todas
as condigdes de tratamento (Figuras 5.7C, 5.8C e 5.9C). As células expostas a
rapamicina e tensirolimo apresentaram redugcdo na fragdo de células
ALDHM®HCD44M"CH  como foi demonstrado nos experimentos anteriores. Enquanto
que, a exposicdo a cisplatina aumentou a fracdo das células ALDH™MCHCD44MCH e a
exposicao a paclitaxel ndo exerceu efeito significante na fragdo dessas células.
Coletivamente, estes resultados demonstram que a inducdo de apoptose
preferencialmente em células ALDH"'®"CD44™°®" ¢ um dos mecanismos que

conduzem a reducao da fragcdo de CTT em CME pelos inibidores de mTOR.
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Figura 5.7- Indugéo de apoptose em CTT por inibidores de mTOR na linhagem celular UM-HMC-1. A,

Representagao grafica da sobreposigdo da expressdo de ALDH/CD44 com anexina V na
linhagem celular UM-HMC-1 apés 24 horas de tratamento com concentragdes crescentes
de rapamicina, tensirolimo, cisplatina ou paclitaxel analisadas por citometria de fluxo. As
células viaveis estdo representadas em cinza. As células apoptéticas (células com alta
expressao de anexina V) estao representadas em vermelho. Dentro dos quadrantes esta a
porcentagem das populagdes divididas de acordo com expressdo de ALDH e CD44. B,
Grafico da porcentagem de células agopt()ticas presente em cada subpopulacéo celular
(ALDH"'®"CcD44""%" ~ ALDH"'®"'CD44""" e ALDH"°"CD44"°" ALDH"*"'CD44"'°") para
todas as condiﬁ()es de tratamento. C, Graficos representando a fragdo de CTT
(ALDH™®"CD44"%") identificadas por citometria de fluxo em tumores tratados com
concentragdes crescentes de rapamicina, tensirolimo, cisplatina ou paclitaxel. Para todas
as analises estatisticas foram utilizados os testes ANOVA unidirecional e pos-hoc Tukey.
Diferentes letras minusculas indicam diferengas significativas entre os grupos (P <0,05)
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Figura 5.8- Indugéo de apoptose em CTT por inibidores de mTOR na linhagem celular UM-HMC-1. A,

Representagao grafica da sobreposigdo da expressdo de ALDH/CD44 com anexina V na
linhagem celular UM-HMC-1 apés 24 horas de tratamento com concentragdes crescentes
de rapamicina, tensirolimo, cisplatina ou paclitaxel analisadas por citometria de fluxo. As
células viaveis estdo representadas em cinza. As células apoptéticas (células com alta
expressao de anexina V) estao representadas em vermelho. Dentro dos quadrantes esta a
porcentagem das populagdes divididas de acordo com expressdo de ALDH e CD44. B,
Grafico da porcentagem de células agoptéticas presente em cada subpopulagédo celular
(ALDH""®"CcD44"'%" ~ ALDH"'®"'CD44""" e ALDH'°"CD44"°" ALDH"*"'CD44"'°") para
todas as condiﬁ()es de tratamento. C, Graficos representando a fragdo de CTT
(ALDH™®"CD44"%") identificadas por citometria de fluxo em tumores tratados com
concentragdes crescentes de rapamicina, tensirolimo, cisplatina ou paclitaxel. Para todas
as analises estatisticas foram utilizados os testes ANOVA unidirecional e pos-hoc Tukey.
Diferentes letras minusculas indicam diferengas significativas entre os grupos (P <0,05)
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Figura 5.9- Inducao de apoptose em CTT por inibidores de mTOR na linhagem celular UM-HMC-1. A,

Representagao grafica da sobreposigdo da expressdo de ALDH/CD44 com anexina V na
linhagem celular UM-HMC-1 apés 24 horas de tratamento com concentragdes crescentes
de rapamicina, tensirolimo, cisplatina ou paclitaxel analisadas por citometria de fluxo. As
células viaveis estdo representadas em cinza. As células apoptéticas (células com alta
expressao de anexina V) estao representadas em vermelho. Dentro dos quadrantes esta a
porcentagem das populagdes divididas de acordo com expressdo de ALDH e CD44.B,
Grafico da porcentagem de células agopt()ticas presente em cada subpopulacéo celular
(ALDH"'®"CcD44"'%" ~ ALDH"'®"'CD44"°" e ALDH"°"CD44"°" ALDH"*"'CD44"'°") para
todas as condiﬁ()es de tratamento. C, Graficos representando a fragdo de CTT
(ALDH™®"CD44"%") identificadas por citometria de fluxo em tumores tratados com
concentragcdes crescentes de rapamicina, tensirolimo, cisplatina ou paclitaxel. Para todas
as analises estatisticas foram utilizados os testes ANOVA unidirecional e pos-hoc Tukey.
Diferentes letras minusculas indicam diferengas significativas entre os grupos (P <0,05)
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5.5 O SILENCIAMENTO GENETICO DE MTOR INIBIU O CRESCIMENTO
TUMORAL IN VIVO

Para verificar os dados obtidos com inibidores quimicos de mTOR, uma
abordagem genética foi utilizada para silenciar a via de sinalizagdo de mTOR em
células UM-HMC-1, -3A e -3B com vetores lentivirais. Foram utilizadas duas
sequéncias de sh-RNA para silenciar mTOR (sh-mTOR (a) e sh-mTOR (b)) e uma
sequéncia foi utilizada como controle (sh-controle). As células também foram
transfectadas com proteina de fluorescéncia verde (GPF). Os lisados proteicos das
células transfectadas foram avaliados por western blot para expressao de mTOR e
ambas sequéncias de sh-RNA utilizadas mostraram ser eficientes para silenciar
mTOR em todas a linhagens (Figura 5.10A). As células transfectadas também foram
analisadas por citometria de fluxo, utilizando células ndo transfectadas como
controle. Primeiro realizou-se a analise da expressdo de GFP para confirmar a
eficiéncia de transfeccdo. Mais de 95% das células transfectadas apresentaram
expressao de GFP, o que indica que a transfeccao foi bem sucedida, reforcando os
resultados obtidos por western blot (Figura 5.10B e 5.10C).

A citometria de fluxo foi também realizada para analisar a fracdo de células
ALDHMCHCD44M"CH para evitar a sobreposicdo, e considerando que as células
transfectadas expressam GFP, foram utilizadas os seguintes substratos
fluorescentes para avaliar a atividade de ALDH e a expressado de CD44: AldeRred
(Millipore - laser vermelho) e CD44 V450 (BD Horizon - laser violeta). Reforgando
resultados obtidos com inibidores quimicos, as linhagens celulares silenciadas para
mTOR mostraram uma redug3o significativa na fracéo de células ALDH"'®"CD44McH
quando comparadas com as ceélulas sh-controle e células ndo transfectadas (Figura
5.11A, 5.11B). Ensaios de salisferas também foram realizados para confirmar a
reducao na fracao de células CTT. As células UM-HMC-1, -3A e -3B silenciadas para
MmTOR e as respectivas células sh-controles foram plaqueadas em ultrabaixa
aderéncia e monitoradas durante 10 dias (Figura 5.11C, 5.12D). Apesar de todas as
células testadas formarem salisferas, observou-se uma reducdo no numero de
salisferas derivadas de células silenciadas para mTOR. Porém, a diferenga nao foi

estatisticamente significante em todos os grupos.
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Figura 5.10- Eficacia do silenciamento de mTOR por vetores lentivirais. A, Western blot para mTOR e
B-actina de lisados proteicos gerados a partir de células sh-mTOR e sh-control das
linhagens celulares UM-HMC-1, -3A e -3B. B, Representagdo grafica em pontos da
analise por citometria de fluxo da expressdao de GFP em células nao-transfectadas e
transfectadas com sh-controle, sh-mTOR (a) e sh-mTOR (b) nas linhagens celulares UM-
HMC-1, -3A e -3B. C, Grafico quantificando a fragdo de células positivas para GFP
analisadas por citometria de fluxo
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Figura 5.11- Redugéo da fragdo de CTT nas células silenciadas para mTOR. A, Representagao grafica
em pontos da analise por citometria de fluxo para ALDH e CD44 nas linhagens celulares
UM-HMC-1, -3A e -3B transfectadas com sh-controle, sh-mTOR (a) e sh-mTOR (b), e nas
células ndo transfectadas. B, Graficos representando a fragdo de CTT
(ALDH™®"CD44"'®") identificadas por citometria de fluxo em células sh-mTOR e nos
controles para cada linhagem celular avaliada (UM-HMC-1, -3A e -3B). C, Imagens
representativas das salisferas formadas pelas células silenciadas para mTOR e controles
derivadas das linhagens UM-HMC-1, -3A e -3B. D, Graficos representando o numero
médio de salisferas por pogo das células silenciadas para mTOR e controles derivadas
das linhagens UM-HMC-1, -3A e -3B. Para todas as analises estatisticas foram utilizados
os testes ANOVA unidirecional e pos-hoc Tukey. Diferentes letras minusculas indicam
diferencgas significativas entre os grupos (P <0,05)
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Para determinar o efeito do silenciamento de mTOR in vivo foram
selecionadas as células UM-HMC-3B transfectadas com a sequéncia sh-mTOR (b)
com base nos bons resultados apresentados durante os experimentos in vitro.
Foram implantadas células sh-mTOR UM-HMC-3B ou células sh-controle UM-HMC-
3B, juntamente com células primarias endoteliais microvasculares humanas
(HDMEC), semeadas em scaffols biodegradaveis no dorso de camundongos
imunocomprometidos. Os animais foram monitorados durante 90 dias e, apds esse
periodo, todos os animais foram submetidos a eutanasia, os tumores foram
removidos e processados para os experimentos in vitro. A analise por citometria de
fluxo mostrou que os tumores derivados de células silenciadas com mTOR
apresentavam uma fracdo significativamente mais baixa de células
ALDH™'®"CD44""®" em comparacdo com o grupo controle (p = 0,0078) (Figura
5.12A). Para verificar o silenciamento de mTOR, lisados proteicos resultantes de
todos os tumores foram avaliados por western blot e revelaram redugdo da
expressao de mTOR e p-mTOR em tumores derivados das células silenciadas para
MmTOR. A expressdo de p-S6K-1 também foi reduzida neste grupo, enfatizando que
S6K-1 é um componente fosforilado por mTOR (Figura 5.12B). Observou-se também
uma reducdo drastica na expressdo de BMI-1 em tumores derivados de células
silenciadas com mTOR, o que é semelhante aos resultados obtidos in vitro com
inibidores quimicos. Os tumores derivados de células silenciadas para mTOR
exibiram uma taxa de crescimento mais baixa em relagdo ao grupo de controle,
como pode ser observado nos graficos que representam o volume tumoral e a
regressdo linear (Figuras 5.12C, 5.12D, 5.12E e 5.12F). Utilizando medidas
repetidas de regresséo, avaliamos o tamanho em log dos tumores e o crescimento
tumoral. O grupo implantado com células sh-mTOR apresentou taxas de
crescimento tumoral significativamente menores do que o grupo implantado com
células sh-controle (p <0,0001) (Figura 5.12D).

Curiosamente, durante a cirurgia para a remogéo de tumores, observou-se
maior sangramento em animais implantados com células sh-controle, do que em
animais implantados com células sh-mTOR. Para verificar se realmente houve uma
alteragdo na angiogénese, analisou-se por imuno-histoquimica a expressao de fator
VII (marcador de células endoteliais) nos tumores. Observou-se uma diminuicéo
significativa da densidade de microvasos em tumores de células silenciadas com
mTOR, quando comparados ao controle (p <0,0001) (Figura 5.12G e 15.12H).
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Adicionalmente, foi realizada imuno-histoquimica para p-S6K-1 que revelou uma
diminuicdo significativa desse marcador em tumores derivados de células
silenciadas para mTOR em comparagdo com controle (p= 0,0006), reforgando os
resultados obtidos por western blot sobre a eficiéncia do silenciamento de mTOR.
Os resultados com as células transfectadas mostraram que o silenciamento de
mTOR levou a uma reducdo na taxa de crescimento tumoral, bem como uma
reducdo na fracdo de células ALDH"'®"CD44"'°H  Evidenciou-se também que a

sinalizagdo de mTOR desempenha um papel importante na angiogénese do CME.
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Figura 5.12 - Efeitos do silenciamento de mTOR in vivo. A, Graficos representando a fragdo de CTT
(ALDH™®"CD44"'®") identificada por citometria de fluxo em tumores apos 90 dias de
crescimento das células UM-HMC-3B sh-mTOR ou controle implantadas. B, Western
blot para expressao de p-mTOR, mTOR, p-S6K-1, S6K-1, BMI-1 e B-actina em tumores
derivados de células UM-HMC-3B transfectadas com sh-mTOR ou sh-controle. C,
Grafico representando o volume tumoral apés 90 dias de implantagdo das células. D,
Andlise de regressdo linear do crescimento tumoral durante os 90 dias de
monitoramento dos animais apoés implantagdo de células sh-mTOR (linha azul) ou
células sh-controle (linha preta) derivadas da linhagem UM-HMC-3B. E, Grafico que
representa a média do peso total dos tumores apds 90 dias de implante das células sh-
mTOR ou sh-controle. F, Imagem de todos os tumores derivados do xenoenxerto de
células sh-mTOR ou células sh-controle. G, Representagdo da imuno-histoquimica em
tumores derivados de céulas sh-mTOR e sh-controle para os anticorpos p-S6K1 e Fator
VIl. As barras de escala representam 25 uym. H, Grafico representando a média de
células positivas para p-S6K-1 e Fator VIl nos tumores. Para as analises estatisticas
comparativas entre dois grupos foram utilizados os testes ANOVA unidirecional, seguido
por teste t de student. E para a analise do crescimento tumoral foi utilizada regresséo
linear
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5.6 A inibicdo de mTOR por tensirolimo diminui a fracéao de CTT in vivo

Para elucidar o impacto da inibigcdo terapéutica de mTOR no CME, células
UM-HMC-3B foram implantadas no dorso de camundongos juntamente com células
primarias endoteliais microvasculares humanas (HDMEC) apoiadas em scaffolds.
Quando os tumores atingiram um volume médio de 200 mm?®, os animais foram
tratados diariamente com 10 mg/kg de tensirolimo, ou veiculo, por injegcéo
intraperitoneal durante 7 dias. Apos a conclusao do tratamento, os tumores foram
ressecados e a propor¢ao de CTT foi analisada por citometria de fluxo para
expressdo de ALDH e CD44 (Figura 5.13A). Notavelmente, o tensirolimo diminuiu a
fracdo de CTT (células ALDH"'®"CD44"'°") quando comparado ao controle tratado
apenas com veiculo (p<0,0027). Estes dados foram reforgados pela
imunofluorescéncia para expressdo conjunta de ALDH e CD44 (Figura 5.13B), na
qual observou-se que o tensirolimo diminuiu a expressdao de células marcadas
simultaneamente para ALDH e CD44. Estes dados foram consistentes com os
resultados in vitro que também mostraram redugéo significativa na fragdo de CTT
apo6s tratamento com inibidores de mTOR. Os resultados de imuno-histoquimica
para p-S6K-1 mostraram que a sua expressao foi substancialmente reduzida em
tumores do grupo tratado com tensirolimo (p<0,0001) evidenciando que tensirolimo
inibiu a ativagdo da via de sinalizagdo mTOR (Figura 5.13C e 5.13D). Os tumores
tratados com tensirolimo também mostraram diminuigdo significativa na densidade
de vasos sanguineos (p=0,0005), assim como nos tumores derivados de células
silenciadas para mTOR. A imunofluorescéncia realizada em tumores de humanos e
de xenoenxerto das células UM-HMC-3A mostrou que as células ALDH/p-mTOR
positivas estavam préximas dos vasos sanguineos. Estes achados revelam uma
relagdo entre a angiogénese, a via de sinalizagdo mTOR e as CTT no CME,
sugerindo a existéncia de nichos perivasculares para as CTT, que também sé&o
inibidos pela agao do tensirolimo. A analise dos resultados obtidos por western blot
mostra que tensirolimo mediou uma redugao substancial nos niveis de expressao de
p-mTOR e p-S6K-1 (Figura 5.13E), enquanto manteve o nivel basal de mTOR e
S6K-1.

A expressao de BMI-1 também foi afetada pela acdo do tensirolimo,

apresentando uma reducéo drastica em todos os tumores tratados com o inibidor de
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mTOR (Figura 5.13E). Apesar do curto tempo de tratamento, observamos que o
tensirolimo foi capaz de causar regressao no volume tumoral (Figura 5.13F, 5.13G e
5.13H). Novamente, utilizou-se uma regressao linear de efeito misto para avaliar se
as taxas de crescimento exponenciais do tumor foram afetadas pela inibicado de
mTOR. Os tumores tratados com tensirolimo mostraram uma taxa de crescimento
significativamente menor do que os tumores tratados com placebo (p<0,0001),
sendo importante ressaltar que o tratamento com tensirolimo ndo causou perda de
peso dos animais (Figura 5.131). Resumindo, os resultados indicam que a inibigado de
mTOR pelo tensirolimo reduz o volume tumoral e a angiogénese tumoral, assim

como a fracdo de CTT no MEC.
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Figura 5.13 - Efeitos do tratamento com tensirolimo in vivo. A, Graficos representando a fragdo de

CTT (ALDH"'®"'CD44™%") identificada por citometria de fluxo em tumores apds 7 dias
de tratamento com 10 mg/kg de tensirolimo ou com veiculo. B, Dupla marcagéo por
imunofluorescéncia em tumores de xenoenxerto apds tratamento de 7 dias com 10
mg/kg de tensirolimo ou veiculo. ALDH esta corado em verde, CD44 esta corado em
vermelho e DAPI em azul. As barras de escala representam 25 um. C, Andlise imuno-
histoquimica do tumores tratados ou ndo com tensirolimo para os anticorpos p-S6K1 e
Fator VII. As barras de escala representam 25 um. D, Grafico representando a média
de células positivas para p-S6K-1 e Fator VIl nos tumores tratados ou ndo com
tensirolimo. E, Western blot para expressédo de p-mTOR, mTOR, p-S6K-1, S6K-1, BMI-
1 e B-actina em tumores tratados ou n&o com tensirolimo. F, Imagem de todos os
tumores apds tratamento com tensirolimo ou veiculo. G, Grafico representando o
volume tumoral ap6s 7 dias de tratamento com 10 mg/kg com tensirolimo ou veiculo. H,
Analise de regresséao linear do crescimento tumoral durante os 7 dias de tratamento
com tensirolimo (linha azul) ou veiculo controle (linha preta). |, Grafico representando o
peso médio dos animais durante os 7 dias de tratamento. Para as analises estatisticas
comparativas entre dois grupos foram utilizados os testes ANOVA unidirecional,
seguido por test t de student. E para a analise do crescimento tumoral foi utilizada
regresséo linear
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5.7 MODELO DE ACAO DA VIA DE SINALIZAGAO MTOR NAS CTT DO CME

Com os resultados obtidos foi possivel estabelecer inicialmente o
funcionamento da via de sinalizacago mTOR nas CTT do CME, como esta
representado na Figura 5.14. Primeiro, foi observado que a via AKT/mTOR é
realmente ativa e superexpressa nas CTT em comparacdo com as ndao-CTT. Os
ensaios com inibidores de AKT/mTOR/S6K-1 permitiram observar que p-S6K-1 € um
componente fosforilado por mTOR e estd diretamente correlacionado com o
potencial de autorrenovacédo das CTT, visto que, mesmo com outros componentes
da via permanecendo ativos e somente S6K-1 inibido, houve reducao expressiva do
potencial de autorrenovacdo nas CTT. E interessante que, a inibicdo de p-AKT apds
tratamento de rapamicina e tensirolimo sugeriu que existe um circuito de
retroalimentacdo na via mTOR. Sabe-se que o mTORC2 exerce um efeito de
estimulacdo positiva em AKT, assim provavelmente a inibicdo de AKT ocorreu
porque também estava ocorrendo inibicdo de mTORC2. Além disso, houve reducao

na angiogénese tumoral e apoptose devido a inibicdo de mTOR.
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6 DISCUSSAO

Os tratamentos para casos avancados de carcinoma mucoepiderméide sao
baseados em cirurgia e radioterapia, o que ndo tem impedido um prognostico ruim
para os pacientes *. A quimioterapia sistematica também tem sido utilizada para o
tratamento, porém n&o foram observados beneficios relevantes *. Poucos estudos
que buscam novas terapias para o CME consideram a presenca das CTT, células
altamente tumorigénicas e fundamentais no processo de metastase e recorréncia °,’.
Recentemente as CTT foram identificadas no CME, e considerando que CTT sao
resistentes a quimioterapia e radioterapia, a ndo eliminagcdo dessas células pode
contribuir para a ineficacia das terapias atuais do CME '°. Também foi identificada a
superexpressao da via PI3BK/mTOR em CTT de CME, o que levanta a hipétese que
essa via pode ser um possivel alvo no tratamento de CME visando a eliminagao de
CTT .

Estudos recentes identificaram por imuno-histoquimica a ativacdo da via de
sinalizacdo mMTOR em tumores de CME humanos e sugeriram que essa via de
sinalizagdo poderia ser um potencial alvo no tratamento do CME "', No presente
estudo, foi demonstrado por imuno-histoquimica uma correlagdo da ativagéo da via
de sinalizagdo mTOR com o pior prognéstico dos pacientes com CME. Na literatura,
outro estudo apresentou uma relagdo entre os tumores das glandulas salivares e a
expressao da via de sinalizacdo PI3K/AKT/mTOR, mostrando que uma maior
expressdo citoplasmatica de mTOR indicava pior prognéstico clinico '’. Estudos
especificos sobre o CME mostraram que esta via esta ativa nos tumores, porém nao
tentaram correlacionar com o seguimento clinico dos pacientes como realizado
neste trabalho.

O consenso de varios estudos independentes € que a localizacdo de mTOR
nas células é predominantemente citoplasmatica 4%, Os estudos também sugerem
que mTOR pode sofrer transferéncias entre o nucleo e o citoplasma, e por um
mecanismo desconhecido essa transferéncia pode regular a fosforilagdo de S6K-1
887 Considerando que muitos componentes da via mTOR s3o expressos em
compartimentos tanto nucleares como citoplasmaticos e que muitas proteinas da via
mMTOR estdo localizadas no nucleo, devido a ser uma das principais fungdes da

mTORC1 a biogénese e transcricdo de ribossomos, conclui-se que mTOR realmente
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pode funcionar via sinalizacéo nucleo-citoplasmatica ®. Nossos resultados também
demonstraram que mTOR pode ser encontrado no nucleo, no citoplasma, ou em
ambas localizagbes ao mesmo tempo. Um estudo com 272 pacientes, com 40 casos
de CME, relacionou a expressao de p-AKT e p-mTOR no nucleo com o
comportamento menos agressivo do tumor, e no citoplasma com tumores mais
agressivos .

Recentemente, foi revelado que as CTT no CME apresentam alta expressao
da via de sinalizagdo PI3K/AKT, incluindo superexpressdo de mTOR '. Os
experimentos realizados no nosso estudo também evidenciaram a superexpressao
da via de sinalizagdo de mTOR em CTT através da expressao conjunta de ALDH e
p-mTOR por imunoflorescéncia em uma pequena populagdo de células no CME, e
também pela elevada expressdao de mTOR fosforilado e outros componentes da sua
via de sinalizacdo em células ALDH"'®"CD44"®" derivadas do CME. Isso sugere
que o tratamento com foco na inibicdo da via de sinalizacdo mTOR poderia exercer
efeitos especialmente sobre as CTT. Foi demonstrado em células de carcinoma
epidermdide de cabeca e pescogco que as CTT sao resistentes as terapias
tradicionais e apresentam superexpressdo da via de sinalizacdo PI3K/mTOR 2.
Também foi observado que tratamentos com inibidores de PI3K s&do capazes de
reduzir a populagao tumoral in vitro '°.

Nossos experimentos com ensaios de citotoxicidade também demonstraram
que os inibidores da via de sinalizagao PI3K foram capazes de reduzir a populagao
neoplasica in vitro de linhagens celulares de CME, inclusive quando utilizado
inibidores que atingem somente os componentes fosforilados por PI3K/AKT, como o
inibidor de S6K-1. A analise por citometria de fluxo para atividade de ALDH e
expressao de CD44 mostrou que as CTT foram particularmente afetadas por esses
inibidores apresentando uma redugao significativa na fragdo de células
ALDH"'"CD44"'®" em todas as linhagens celulares de CME estudas. A redugéo da
fracdo CTT foi também demonstrada pela reducdo de salisferas e reducdo na
expressao do regulador de autorrenovacado, BMI-1, apds tratamento com inibidores
de AKT, mTOR e S6K-1. A passagem das salisferas primarias para as secundarias
também demonstrou perda de autorrenovacio nas células tratadas, sendo esta uma
potencial explicagdo para a redugdo da fracdo dessa subpopulagdo apds o

tratamento com inibidores da via mTOR.
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Diversos estudos em diferentes tipos de cancer mostraram o papel da via
mTOR na manutengdo de CTT *°. Em cancer de prostata descobriram que a
resisténcia a radioterapia esta associada a transigao epitelial-mesenquimal (EMT) e
fendtipos de CTT, e que a ativagao da via de sinalizacdo PISK/AKT/ mTOR fortalece
essa resisténcia *'. Em cancer de mama, observaram que a ativacdo da via mTOR
estimula a capacidade de formagéo de colénias e aumenta o potencial tumorigénico
in vivo %. A fim de entender um pouco melhor a agdo da via de sinalizacdo mTOR
nas CTT do CME, nés tratamos células de CME com inibidores de diferentes etapas
da via de sinalizagdo AKT/mTOR/S6K-1. Para inibir AKT, utilizou-se os inibidores de
buparsilibe ou LY294002. LY294002 é um inibidor antigo da via PI3K e ndo é
especifico para esta via de sinalizagdo *. Um estudo revelou que a LY294002 nao
se liga somente a PI3K, mas também a outras quinases, e até mesmo outros alvos
n&o relacionados com a familia PI3K, incluindo ALDH . Mesmo assim o LY294002
ainda é um reconhecido inibidor de PI3K/AKT %3, porém para ter certeza dos efeitos
da inibicdo de AKT sem interferéncia de outros componentes fora da via foi utilizado
em paralelo outro inibidor mais especifico, o buparsilibe **. O buparsilibe, também
conhecido como BKM-120, foi desenvolvido mais recentemente e €& considerado
pela literatura como um inibidor potente e especifico de PI3K/AKT %. Ambos
inibidores utilizados, foram capazes de inibir AKT, assim como seus substratos,
mTOR e S6K-1. Buparsilibe, como € um agente mais especifico, teve um efeito
ligeiramente menor do que LY294002, embora ambos tenham sido capazes de
causar uma grande reducédo da fragao de CTT.

Para inibir S6K-1 utilizou-se PF4708671 que é um inibidor especifico, e retém
a expressdo de AKT e mTOR %. Estudos mostraram que outros componentes
fosforilados por mTOR, como 4E-BP, permanecem ativos apdés a acdo de
PF4708671, que evita apenas a fosforilacdo de S6K-1 %°. Experimentos realizados
neste trabalho demostraram que a inibicdo especifica de S6K-1 desempenha um
papel importante na manutencédo de CTT e no seu potencial de autorrenovagdo. Em
baixas concentragdes, ndo toxicas para as células em geral, o PF4708671 foi capaz
de exercer uma grande redugao na fragdo CTT, assim como na expresséo de BMI-1
e na formagdo de salisferas, mesmo com AKT e mTOR permanecendo ativos.
Embora existam poucos estudos inibindo especificamente S6K-1, foi demonstrado
em leucemia que S6K-1 age através de diversos alvos da via de sinalizagdo mTOR

para promover a autorrenovagao das CTT e a progressédo da leucemia % Outros
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estudos também demonstram que a via de sinalizagdo de mTOR/S6K-1 esta
fortemente associada a manutencdo ndo somente das CTT, como também de
células tronco embrionarias °” %.

A inibicdo direta da sinalizacdo de mTOR, por rapamicina e tensirolimo,
também revelou aspectos interessantes. Experimentos in vitro com exposi¢cao de
células de CME a rapamicina ou tensirolimo, mostraram significante redugdo na
fracdo de CTT. Houve também diminuicdo na expressdo de BMI-1 e reducdo do
potencial de autorrenovacdo nas CTT, evidenciada no ensaio de salisferas.
Resultados semelhantes foram encontrados na abordagem genética realizada pelo
silenciamento mMTOR em células de CME. Curiosamente, a inibicado de mTOR
também reduziu a expressdo de p-AKT, nas células ALDH™®HCD44M"C! isoladas e
na populacédo total de todas as linhagens. mTOR consiste em dois complexos,
mTORC1 e mTORC2 . Sabe-se que a rapamicina e rapalogs inibem mTORC1
devido & interacdo com a proteina FKBP12 . No entanto, foi demonstrado em
células de cancer do colo do utero e cancer de préstata que apds a exposigao
durante 24 horas a rapamicina, mTORC2 também foi inibido 3. Especula-se que em
algumas linhagens celulares, a exposi¢ao crénica a rapamicina, embora nao afete os
complexos mTORC2 pré-existentes, promove uma inibicdo das moléculas livres de
mTOR, impedindo nova formagdo de mTORC2 ®. Estudos em outros tumores
demonstraram que o componente mTORC2 tem um efeito de retroalimentagéo
positiva sobre AKT aumentando a sobrevivéncia celular e, quando inibido, também
inibbe AKT e consequentemente reduz a sobrevida celular %°. AKT é tanto um
regulador acima de mTOR, como um alvo ativado por ele % Assim, a reducéo de p-
AKT pelos inibidores rapamicina e tensirolimo sugere que mTORC2 também foi
inibido pelo tratamento.

A inibicdo de AKT por rapamicina e rapalogs foi observada em outros
tumores, como o carcinoma epidermdide de cabeca e pescoco . No entanto, nem
todas as células respondem dessa forma a rapamicina e seus analogos 2*. Algumas
células tém mTORC2 sensivel a estes farmacos, enquanto que outras células nao
apresentam mTORC2 sensivel aos inibidores ®. Esta diferenca de sensibilidade
resulta em respostas diferentes a inibicdo de mTOR '. Em células sensiveis, a
inibicdo de mTOR/AKT leva a diminuicdo da sobrevivéncia celular e aumento da
apoptose ', Enquanto que em células que o mTORC2 n3o é sensivel, o tratamento

com rapamicina e rapalogs atua apenas em mTORCH1, inibindo S6K-1 que tem um
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efeito de retroalimentagédo negativa em AKT através do receptor de insulina IGF e do
receptor de tirosina quinase, ativando este componente e melhorando a
sobrevivéncia celular '°".

A analise da indugao de apoptose realizada neste estudo reforcou a ideia de
que os inibidores de mTOR agem preferencialmente nas CTT e que o componente
MTORC2 dessas células é sensivel aos tratamentos com inibidores de mTOR. O
tratamento com rapamicina e tensirolimo induziu uma maior porcentagem de CTT a
apoptose, do que as outras populacdes celulares ndo-CTT. Isso demonstra que
esses inibidores exerceram um efeito preferencialmente nas CTT, enquanto os
quimioterapicos atualmente utilizados apresentaram o efeito inverso. A cisplatina e o
paclitaxel, ndo foram capazes de induzir apoptose em uma porcentagem significante
de CTT em relacdo ao controle utilizado, sendo que a cisplatina ainda causou
aumento da fracao total de CTT. Essa selecdo da subpopulagcdo de CTT pelos
quimioterapicos utilizados atualmente também foi demonstrada em outros estudos,
inclusive em outros tipos de cancer que afetam a cavidade oral, como o carcinoma
epidermoide 8. O efeito inibitdrio preferencialmente sobre CTT pelos inibidores de
mTOR também foi demonstrado em outros tipos de cancer '%%, assim como efeitos
da rapamicina e rapalogs promovendo estimulos pro-apoptéticos "% . Os efeitos
da rapamicina sobre a apoptose variam dependendo da linhagem que é testada, e
estdo relacionados com a sensibilidade de mMTORC2 nessas células ao tratamento
com inibidores de mTOR, e seus efeitos variados em AKT %°. Nas células nas quais
o farmaco inibe mMTORC2, AKT também ¢ inibido e pode promover a apoptose '%°.
Por outro lado, quando o farmaco nao inibe mTORC2, a inibigdo de mTORCA1
conduz a ativagado de AKT, e o farmaco pode até mesmo proteger as células contra
a apoptose "%,

Na clinica os efeitos da inibicdo de mTORC2 e consequentemente de AKT, e
os diferentes niveis de sensibilidade de mTORC2, podem ser a explicagdao dos
diferentes efeitos da rapamicina nos tumores ?°. Apesar dos dados pré-clinicos
substanciais que indicam que a rapamicina e o0s seus analogos tém efeitos
antitumorais, os inibidores de mTOR nao tem apresentado efeito antitumoral
universal nos ensaios clinicos iniciais '®. Provavelmente, nas células tumorais que
mMTORC2 ndo é sensivel aos inibidores de mTOR, o efeito clinico da medicagédo nao
seja o desejado '®. O fendmeno de inibicdo de mTORC2 parece ocorrer apenas em

uma minoria de tumores, 0 que leva a necessidade de identificar marcadores
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preditivos de resposta que podem ser uteis para selecionar prospectivamente
pacientes portadores de tumores que possam responder e se beneficiar das terapias
de inibicdo de mTOR 8. Apesar de ainda ndo haver marcadores especificos, nossos
resultados sugerem que as CTT do CME tém sensibilidade para rapamicina e
tensirolimo em seu componente mTORC2. Isso coloca o CME entre os tumores que
poderiam ser beneficiados pelo tratamento com inibidores de mTOR, pois a inibigdo
de mTORC2 induziria a apoptose nas células tronco tumorais. Contudo, sao
necessarios mais estudos para regular a concentracédo e o tempo de exposi¢cao
necessarios para existir o efeito benéfico da inibicdo de mTORC2, e ser possivel a
transposicao para seres humanos.

Os nossos experimentos in vivo com células silenciadas para mTOR e com
tratamento utilizando tensirolimo confirmaram os resultados in vitro da redugao da
fragcdo de CTT, reducdo da expressdo de BMI-1 e inibicdo de S6K-1. A inibicdo de
mMTOR também causou redug¢ao no crescimento tumoral, mesmo com poucos dias
de tratamento com tensirolimo. E as células silenciadas para mTOR também foram
significantemente afetadas no potencial de crescimento, apresentando menor média
de volume tumoral em relacdo ao controle. Esses resultados eram esperados, visto
que um dos principais processos que a via de sinalizacdo mTOR esta envolvida é no
crescimento celular ”’. Adicionalmente, observamos redugédo da angiogénese em
tumores com inibicdo quimica ou silenciamento genético de mTOR. Isto pode ter
ocorrido porque as células endoteliais possuem mTORC2 sensivel a rapamicina e
rapalogs, e como efeito do tratamento ocorreu inibicdo de AKT e consequentemente
a apoptose dessas células pode ter ocorrido ', Trabalhos recentes indicam que a
rapamicina inibe a sinalizacdo de AKT em células endoteliais e suprime a
angiogénese 197 As células endoteliais sd0 um exemplo em que se sabe que ocorre
inibicdo da fosforilagdo de AKT por inibicdo de mTORC2 apéds tratamento com
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rapamicina E possivel que o efeito anti-angiogénico da rapamicina seja o

resultado combinado da inibicdo de mTORC1 e mTORC2, pois a droga inibe a
proliferagdo conduzida por VEGF e promove apoptose das células endoteliais "%,
Foi demostrado em camundongos que animais deficientes para mTORC2 ou para
atividade de AKT possuiam um sistema vascular fetal subdesenvolvido,
evidenciando a importancia de AKT e mTORC2 no processo de angiogénese %,

A reducgao dos vasos sanguineos pode ter afetado as CTT de forma indireta,

pois sdo considerados os nichos dessas células ''°. Pesquisas sugerem que o
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microambiente circundante das CTT aumenta a resisténcia dessas células aos
tratamentos com quimioterapicos e radiagdo, e também tem participacdo na
manutengdo da autorrenovacdo e progressdo do cancer ''°. Evidéncias sugerem
que as células do microambiente tumoral, como células endoteliais, sdo capazes de
sinalizar e promover o crescimento e a manutencdo do cancer ''®. Também se
demonstrou que fatores secretados pelas células endoteliais aumentam a
sobrevivéncia e a autorrenovacdo das CTT "' Terapias direcionadas que rompem
ou reduzem a ligacdo dessas das CTT com o microambiente, podem inibir a
sobrevivéncia e a autorrenovacédo de CTT ''°.

Resumindo, nossos resultados mostraram que a via de sinalizacdgo mTOR
possui importante fungdo na manutencido das CTT e que o tratamento com
inibidores de mTOR ¢é capaz de reduzir a fragdao de CTT no CME por mecanismos
diretos, indugcdo de apoptose e diminuicdo da autorrenovacdo, e indiretamente
através da redugdo de vasos sanguineos, que sao nichos das CTT. Os resultados
também sugerem que os inibidores de mTOR avaliados, rapamicina e tensirolimo,
agem nao somente através da inibicdo de mTORC1, mas também através da
inibicgdo de MTORC2 nas CTT e células endoteliais do CME. E a utilizagdo de
inibidores de mTOR, tais como o tensirolimo, que possuem uma forte e preferencial
acao nas CTT, é uma potencial abordagem molecular na terapia para o tratamento
do carcinoma mucoepidermodide que pode trazer beneficios ao prognostico dos

pacientes.
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7 CONCLUSOES

Apds avaliacado dos resultados conclui-se que:

1) a via de sinalizagcdo mTOR esta ativada no CME, e sua expressao se relaciona

com o pior prognostico clinico dos pacientes;

2) a via de sinalizacdo mTOR esta superexpressa e possui importante fungdo na
manutencdo das CTT; e o tratamento com inibidores de mTOR é capaz de atingir
particularmente as CTT, reduzindo sua fracdo no CME por mecanismos diretos
(indugédo de apoptose, diminuicdo da autorrenovagéo) e indiretamente através da

reducdo de vasos sanguineos, que sao nichos das CTT;

3) a cascata de sinalizagdo AKT/mTOR/S6K-1 esta intimamente relacionada a
sobrevivéncia e autorrenovacdo das CTT do CME, e possui mecanismos de
retroalimentacdo que levaram os inibidores de mTOR avaliados, rapamicina e

tensirolimo, a inibirem a acdo de AKT nessas células;

4) os inibidores de mTOR mostraram efeitos superiores aos quimioterapicos
utilizados atualmente, cisplatina e paclitaxel, na capacidade de induzir apoptose nas
CTT. Adicionalmente, os inibidores de mTOR foram capazes de reduzir a fragao total
de CTT, enquanto a cisplatina aumentou e o placlitaxel ndo exerceu efeito nessa

populagao;

5) o tratamento com tensirolimo e o silenciamento génico de mTOR, afetam a fragéo
de CTT, e atingem o crescimento e a angiogénese tumoral no CME in vivo. Isto
demonstra que a inibicgdo de mTOR €& uma potencial abordagem molecular na
terapia para o tratamento do carcinoma mucoepidermoide e pode trazer beneficios

ao prognostico dos pacientes.
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APENDICE A - Representagao grafica da analise por citometria de fluxo para a expressdo de ALDH
e CD44 nas células UM-HMC-1, -3A e -3B apos exposicao crescente de inibidores de
AKT, 0.2 — 20 yM de buparlisibe (A) ou 0.2 — 20 uM de LY2940002 (B), ou veiculo
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APENDICE B - Representagao grafica da analise por citometria de fluxo para a expressdo de ALDH
e CD44 nas células UM-HMC-1, -3A e -3B apds exposi¢ao crescente de inibidores
de mTOR 0.2 — 20 ng/ml de tensirolimo (A) ou 0.2 — 20 ng/ml de rapamicina (B), ou
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APENDICE C - Representacdo grafica da analise por citometria de fluxo para a expresséo de ALDH e
CD44 nas células UM-HMC-1, -3A e -3B apos exposigdo crescente de inibidores de
S6K-1, 2 — 200 nM de PF4708671 ou veiculo
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ANEXO A — Aprovacdo do Comité de Etica

O projeto “Inibidores de mTOR s&o potencial terapia com alvo em células
tronco tumorais para o carcinoma mucoepiderméide” faz parte do protocolo
aprovado no comité de ética da Universidade de Michigan sob o numero
PRO00006471, com coordenacdo do Prof. Jacques Nor, e desenvolvido no
Laboratério de Angiogénese pertencente ao departamento de Dentistica da
Faculdade de Odontologia da Universidade de Michigan. O referido protocolo foi
aprovado em 20 de agosto de 2015 e possui data de expiragdo em 20 de agosto de
2018.



