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RESUMO 

 

Glioblastoma multiforme (GBM) é o tipo mais comum de tumor cerebral primário em 
seres humanos adultos, representando aproximadamente 55% dos casos. O processo 
tumoral desenvolve-se de maneira agressiva e as opções terapêuticas são limitadas. 
O protocolo de tratamento padrão inclui radioterapia em combinação com 
temozolomida (TMZ), combinado com excisão cirúrgica quando possível. Apesar de 
alguns avanços no tratamento de GBM, o tempo de sobrevida  dos pacientes 
diagnosticados com esse tipo de glioma é de aproximadamente 14,5 meses. A 
interferência de RNA (RNAi) é um mecanismo de silenciamento de genes e está entre 
as abordagens promissoras para a terapia do câncer. Assim, utilizou-se a metodologia 
de RNAi para supressão do canal de potássio  Ether à go-go 1 (Eag1) em células de 
glioblastoma da linhagem U-87 MG. Este alvo molecular tem papel relevante na 
tumorigênese de  vários tipos de câncer, auxiliando na proliferação celular e 
metástases.  O estudo realizado na presente  dissertação examinou o papel de Eag1 
na viabilidade das células de glioma tratadas com TMZ. Inicialmente, realizaram-se 
ensaios experimentais com concentrações de TMZ (125, 250 ou 500 µM) e pontos 
temporais (24h, 48h, ou 72h). A  viabilidade celular do glioma foi determinada via 
ensaio de 3-(4,5)-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT). No 
ponto temporal de 72h e concentração de 250 µM, o fármaco TMZ diminuiu a 
viabilidade das células em aproximadamente 50%. Com base nesse resultado da 
curva dose-resposta, estabeleceu-se  a concentração do quimioterápico  para a 
execução dos ensaios seguintes. Testaram-se, também, os efeitos do bloqueador de 
canal de potássio astemizol (ATZ 2,5 µM, 5 µM e 10 µM) ou vetor de expressão de 
shRNA denominado pKv10.1-3 (0,2 μg) sobre a viabilidade do glioma nos tempos de 
24, 48 e 72 horas. Este vetor expressa  grampos curtos de RNA (shRNA) direcionados 
à sequência de RNAm de Eag1 5'-GTCCACTTGGTCCATGTCCAG-3'. Além disto, 
avaliou-se os efeitos causados por ATZ 5 µM ou por pKv10.1-3 (0,2μg) em 
combinação com TMZ 250 µM, no tempo de 72 horas. O tratamento com pKv10.1-3 
potencializou, de maneira significativa, a redução na viabilidade celular causada por 
TMZ sobre células de glioma (77,2% versus 47,9%). Verificou-se, ainda, que  a 
inibição de Eag1 por astemizol (5 µM) ou pKv10.1-3 aumenta a taxa de apoptose 
causada por TMZ, conforme ensaio de  citometria de fluxo. pKv10.1-3 (0,2 µg) reduziu 
significativamente o conteúdo de RNAm de Eag1,  para  0,57 vezes  em relação ao  
valor observado no grupo controle negativo pScramble (0,2 µg), conforme resultado 
de  RT-qPCR. Quanto à proteína Eag1, esta mostrou-se elevada  nas células de 
glioblastoma humano da linhagem U-87 MG. Os tratamentos experimentais causaram 
redução do  conteúdo desta proteína, detectada por imunocitoquímica. Portanto, os 
dados do presente estudo revelam que Eag1 desempenha papel na viabilidade das 
células de glioma, além disso, mostraram que a supressão desse canal potencializa a 
ação da TMZ em células U-87 MG de glioblastoma multiforme. 

 

Palavras-chave: Ether à go-go 1; Eag1; KV10.1; linhagem celular de glioblastoma U-
87 MG; RNAi; temozolomida; astemizol; shRNA; terapia gênica. 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Glioblastoma multiforme (GBM) is the most common primary brain tumor in human 
adults, accounting for about 55% of cases. Tumorigenesis develops aggressively and 
the  therapeutic alternatives remain limited. The standard treatment includes 
radiotherapy in association with chemotherapy with temozolomide (TMZ)  and  the 
surgical excision of tumor tissues. Despite some advances in GBM treatment, the 
survival time of patients diagnosed with GBM is nearly 14.5 months. RNA interference 
(RNAi) is a strategy for gene silencing considered a promising approach for  cancer 
treatment. The present study used RNAi to suppress the Ether à go-go 1 (Eag1) 
potassium channel in U-87 MG glioblastoma cells. Eag1 is an oncological  target which 
plays an important role in  tumorigenesis of various cancers, improving  cell growth 
and metastasis. The aim of this study was to examine the role of Eag1 in glioma cells 
treated with  TMZ. First, we tested the effects of TMZ on glioma cell viability, examining 
drug concentrations  (125, 250 and 500 µM) at three time  points (24h, 48h and 72h). 
Cell viability was determined by the 3-(4,5)-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- 
diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay. At 72h and concentration of 250 µM, TMZ 
decreased the cell viability in about 50%. Based on this dose-response curve, the drug 
concentration for the following tests was set up. We also evaluated the effects of 
astemizole (ATZ, an Eag1channel blocker) at 2.5 µM, 5 µM and 10 µM or a shRNA 
expression vector named pKv10.1-3 (0.2 µg). This vector expresses short-hairpin RNA 
(shRNA) targeting the Eag1 mRNA sequence 5'-GTCCACTTGGTCCATGTCCAG-3'. 
Cell viability was determined at 24, 48 and 72 hours. In addition, we evaluated the 
effects caused by ATZ 5 µM or by pKv10.1-3 (0.2 µg) in association with TMZ 250 µM, 
at 72 hours. The vector pKv10.1-3 increased the effect of TMZ on glioma cells (77.2% 
vs. 47.9%). Also, the Eag1 inhibition by atemizole (5 µM) or pKv10.1-3  increased the 
apoptosis rate caused by TMZ, as determined by  flow cytometry. pKv10.1-3 (0.2 µg)  
significantly decrease  Eag1 mRNA content to 0.57 times in comparison with  the value  
found in pScramble (0,2 µg) control group, as determined by  RT-qPCR. Indeed, GBM 
cells present a high  expression of Eag1 protein. The experimental treatments reduced 
this protein content, as revealed by immunocytochemistry results. In conclusion, the 
results of this study reinforce that Eag1 plays a role in glioma cell viability. In addition, 
they show the channel suppression improves TMZ effects on U-87 MG GBM cells. 

 

 

Key Words: Ether à go-go 1; Eag1; KV10.1; U-87 MG glioblastoma cell line; RNAi; 
temozolomide; astemizole; shRNA; gene therapy. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Gliomas como tumores do Sistema Nervoso Central 

Neoplasias do Sistema Nervoso Central (SNC) são tumores que afetam o encéfalo 

e a medula espinhal. A incidência mundial de câncer do SNC chega a apenas 1,9% 

(1). Porém, tumores cerebrais apresentam mau prognóstico e a expectativa de vida 

dos pacientes é curta, cerca de 12 a 15 meses (2). No Brasil, as estimativas do ano 

de 2014 foram de 4.960 novos casos de câncer do SNC em homens e 4.130 em 

mulheres (1). Aproximadamente 80% dos tumores primários do SNC são gliomas 

malignos. Esses tumores cerebrais apresentam maior frequência em adultos e estão 

entre os tipos mais agressivos de câncer (3,4). Dados estatísticos da Central de 

Registros de Tumor Cerebral dos Estados Unidos (CBTRUS) mostram que 

glioblastomas multiformes (GBMs) são responsáveis por 54,7% dos casos de câncer 

do SNC (Figura 1).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Gliomas são originados a partir das células gliais (astrócitos, oligodendrócitos 

ou ependimócitos) (5). Os tipos mais comuns de gliomas se desenvolvem a partir de 

astrócitos, originando astrocitomas, e tem sido classificados de acordo com a sua 

gravidade, em termos de taxa de crescimento, proliferação e infiltração. Assim, são 

Figura 1. Distribuição por histologia e tipos de gliomas na população americana nos períodos de 2007-

2011. Ostrom et al., 2014 (3). 
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divididos pela Organização Mundial de Saúde (OMS) em quatro tipos ou graus, 

baseados na aparência histológica dos tumores (Tabela 1) (6). 

             

             Tabela 1 – classificação da OMS para os tumores astrocíticos 

Grau 

(OMS) 

 

Astrocitoma Características 

 

I 

 

Astrocitoma 

pilocítico 

  

 Tumores biologicamente benignos de crescimento 

lento. Maiores chances de cura após a remoção 

cirúrgica. 

 

II Astrocitoma difuso Apresenta crescimento e proliferação relativamente 

baixos. Entretanto, cresce mais rapidamente do que o 

astrocitoma pilocítico (Grau I). Há possibilidade de 

invasão para o tecido cerebral após a remoção 

cirúrgica, podendo ocorrer recidivas. 

 

III Astrocitoma 

anaplásico 

Crescimento mais rápido, com tendência de progredir 

para o grau IV. Demonstra proliferação celular alta, e 

suas lesões invadem o tecido normal. Há recidivas 

após o tratamento. 

 

IV Glioblastoma 

Multiforme (GBM) 

Apresenta o maior grau de malignidade. Trata-se do 

glioma mais agressivo, com alto potencial proliferativo. 

As células de GBM, quando observadas em 

microscópio, possuem várias alterações na sua 

morfologia. Regiões necrosadas também podem ser 

observas no centro de um tumor de GBM.  

 

1.2 Glioblastoma Multiforme 

O glioblastoma multifome (GBM ou astrocitoma de grau IV) é o mais comum 

dos tumores malignos cerebrais e caracteriza-se por apresentar capacidade de 

invasão e infiltração para o tecido cerebral circundante (7). 
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Os GBMs são classificados em primários (de novo) ou secundários. GBMs 

primários são tumores que se desenvolvem sem evidência clínica, radiológica, ou 

histopatológica de uma lesão precursora. Seu crescimento é rápido e de forma muito 

agressiva. Ocorrem em pacientes com idade média de 62 anos. Quanto ao GBM 

secundário, este se desenvolve mais lentamente pela progressão de astrocitomas 

preexistentes de baixo grau (astrocitomas difusos ou astrocitomas anaplásicos). 

Geralmente ocorrem em pacientes mais jovens, com idade média de 45 anos. A 

sobrevida dos indivíduos com esse tipo de câncer é curta, entre 12 a 15 meses, e 

apenas 3-5% dos pacientes sobrevivem mais que três anos (8,9,10). 

O crescimento tumoral dos GBMs geralmente localiza-se na substância branca 

dos hemisférios cerebrais. Como característica macroscópica, apresentam massa 

expansiva pobremente definida. Frequentemente, o tumor infiltra o corpo caloso, 

atravessando o hemisfério contralateral, sendo denominado de glioma asas de 

borboleta (Figura 2) (11,12,13). Microscopicamente, apresentam atipias nucleares, 

células gigantes e atividade mitótica acelerada (11,12,14). 

 

 

 

 

 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Imagem de ressonância magnética de um paciente com GBM, demonstrando formato em 

“asas de borboleta”. Porção coronal (A) e corte axial (B). Há o envolvimento adjacente de ambos os 

hemisférios; o tumor está invadindo a região do joelho do corpo caloso, indicado pela seta. Adaptado 

de Dziurzynski et al., 2012 (13). 
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1.3 Tratamento 

O padrão atual de tratamento para pacientes recém diagnosticados com 

glioblastoma inclui cirurgia, radioterapia e quimioterapia com temozolomida (TMZ). 

Isso resulta em um tempo maior de sobrevida em média de 14,6 meses, em 

comparação com 12,2 meses para os pacientes tratados somente com radioterapia 

(15). 

A especialidade farmacêutica contendo o princípio ativo da temozolomida 

denomina-se Temodal® (Schering-Plough, EUA). Trata-se de um agente de metilação 

do DNA, da classe Triazeno. Seu mecanismo de ação ocorre por meio da alquilação 

do DNA nas posições O6 e N7 da guanina e N3 da adenina (16). Reduzem,  assim, a 

proliferação de células tumorais. Esse antineoplásico é uma substância lipofílica de 

peso molecular baixo (194.15 g/mol), sendo bem absorvido por via oral. Além disso, a 

TMZ atravessa a barreira hematoencefálica (BHE), alcançando os tumores cerebrais 

(17,18). 

Embora o tratamento concomitante de TMZ com radioterapia aumente a 

expectativa de vida do paciente, os efeitos do fármaco são limitados. O processo de 

metilação do DNA, por exemplo, pode ser um evento sem sucesso, devido aos 

mecanismos de reparos que as células possuem, surgindo resistência ao tratamento 

com TMZ (19). Esta limitação terapêutica ressalta a necessidade de identificação de 

novos alvos moleculares para o desenvolvimento de tratamentos mais eficazes. 

1.4 Canais de potássio e câncer  

Canais iônicos são proteínas presentes na membrana plasmática celular, com 

papel importante para o funcionamento e homeostase das células. Participam, assim, 

de mecanismos específicos de fluxo de íons (Na+, K+, Ca2+, Cl-) através da bicamada 

lipídica (20).  

Ao longo dos últimos anos, pesquisas têm revelado a participação de canais 

iônicos em vários processos biológicos das células tumorais, tais como ciclo celular, 

volume citoplasmático, proliferação, migração e sobrevivência em condições de 

hipóxia (21,22,23). Alterações na regulação do ciclo celular resultam em proliferação 

descontrolada das células e conferem resistência à apoptose, fatores que contribuem 

ao desenvolvimento do câncer (24). A atividade de transporte de íons pode contribuir, 

também, para a invasão e migração celular, pois influencia o formato e volume das 
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células tumorais, facilitando a tumorigênese de GBM para a área sadia, por meio do 

espaço extracelular sinuoso do tecido cerebral (25,26). Por essas razões, canais 

iônicos podem contribuir para a proliferação acentuada das células de glioblastoma. 

Diferentes canais de K+ foram implicados no controle da progressão do ciclo celular e 

mostraram variações no ciclo, sejam em expressão ou atividade (27,28).  

Entre os vários tipos de canais de K+ descritos até o momento, o Eag1 

apresenta importância peculiar em favorecer a progressão tumoral. Alterações na sua 

atividade e/ou na expressão podem modificar o transporte de íons potássio na 

membrana, interferindo na manutenção da homeostase de oxigênio, aumentando a 

atividade de fator induzido por hipóxia 1 (HIF-1) e também o fator de crescimento 

endotelial vascular (VEGF) do tumor. Finalmente, sua hiperexpressão atribui às 

células características de neoplasia (29,30,31). Além disso, é consenso que o canal 

Eag1 é alvo promissor para o tratamento do câncer. 

1.5 Canal Eag1 (KV10.1) 

O primeiro gene de Eag1 humano (hEag1) foi clonado a partir de mioblastos 

em cultura, sendo localizado no cromossomo 1q32-41. Oficialmente denominado de 

KV10.1 (Tabela 2), pela União Internacional de Farmacologia Básica e Clínica 

(IUPHAR, sigla do inglês International Union of Basic and Clinical Pharmacology). 

Eag1 é membro da família de canais de K+ dependentes de voltagem (Kv) (32,33). 

 

Tabela 2 – nomenclatura do Eag1 de acordo com a União Internacional de Farmacologia Básica e 

Clínica 

 
Nomenclatura IUPHAR 
 

 
Nome do gene humano 

 
Nome comum 

 

KV10.1 
 

 
KCNH1 

 
eag1, ether à go-go 

 

Os canais de K+ dependentes de voltagem, são constituídos por estrutura tetramérica. 

Cada uma destas  quatro α-subunidades é composta  por seis domínios 

transmembrana (S1-S6). A região do poro (P) está localizada entre os domínios S5 e 

S6. Possuem regiões amino (N) e carboxila (C) terminais localizadas no citoplasma. 

O terminal N consiste de um domínio per-Arnt-Sim (PAS), um sensor de hipoxia. Este 

sensor contribui para a  ativação do fator HIF1α (hypoxia-inducible factor 1α), 
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resultando em angiogênese e favorecendo o crescimento de células tumorais em um 

ambiente hipóxico (30). Já o terminal C contém  um domínio de ligação de 

nucleotídeos cíclicos (cNBD, cyclic nucleotide-binding domain), que está envolvido na 

expressão funcional dos canais de K+ dependentes de voltagem (Figura 3) (34,35). 

 

 

Figura 3. Desenho esquemático da estrutura do canal KV10.1. (A) α-subunidades compostas por 6 

domínios que atravessam a membrana plasmática (S1-S6). (B) estrutura composta por 4 α-

subunidades e região do poro (P). Modificado de Schwarz & Bauer, 1999 (34). 

 

O potencial tumorigênico de Eag1 foi descrito pela primeira vez em 1999 por Pardo e 

colaboradores, com a descoberta de que a inibição da expressão de KV10.1 reduzia a 

proliferação em várias linhagens celulares de câncer (36). O canal Eag1 também foi 

detectado em aproximadamente 70% das biópsias de tumores humanos de diversas 

origens (37,38).  

Quanto ao glioma, objeto do presente trabalho, pesquisas revelam que Eag1 

está hiperexpresso em gliomas de pacientes, de diferentes subtipos e graus de 

malignidade (3939). Nenhum trabalho, entretanto, avaliou o papel de Eag1 na 

viabilidade de células tumorais de glioma tratadas com temozolomida. 

1.6 Abordagens para inibir o canal Eag1 no câncer 

Acerca da participação oncogênica do Eag1, vários tratamentos têm sido 

realizados para reduzir a proliferação celular (in vitro) ou o desenvolvimento tumoral 

(in vivo). O canal Eag1 pode ser inibido por imipramina ou astemizol (40), mediante o 

uso de anticorpos (41) e também por terapia gênica baseada em interferência de RNA 

(RNAi) (4242). 
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O antidepressivo tricíclico imipramina e o anti-histamínico astemizol foram 

usados para bloquear atividades eletrofisiológicas de Eag1, sendo que  o tratamento 

com estes fármacos resultou na redução significativa da taxa de proliferação celular 

em câncer de mama e melanomas (40,43,44,45). No entanto, ambos os fármacos são 

inespecíficos e não seletivos  para Eag1 (46), podendo ainda causar efeitos colaterais. 

Além disso, apresentam limitações de acesso ao SNC, o que limita o seu emprego no 

tratamento do glioma. 

O primeiro anticorpo monoclonal contra Eag1 (mAb56) foi projetado e testado 

por Pardo e colaboradores em 2007 (41). O grupo encontrou redução de corrente de 

íons K+ do canal Eag1 em células isoladas e não observou qualquer redução sobre os 

canais Eag2 e hERG. Houve inibição do crescimento de células com base em 

diferentes linhagens tumorais humanas de diversas origens. Porém, o anticorpo anti-

Eag1 não foi eficaz em todas as linhagens celulares testadas (41,47,48). 

A interferência de RNA (RNAi) é uma estratégia de degradação parcial ou total 

de um RNA mensageiro (RNAm) alvo, por meio de curtas sequências de nucleotídeos. 

Como resultado, ocorreu redução do conteúdo da proteína de interesse, tanto in vitro 

como in vivo. O tratamento com siRNAs (do inglês small interfering RNA), direcionados 

a Eag1, resultou na redução do nível celular de RNAm e da proliferação em linhagens 

de células de câncer, tais como glioblastoma multiforme (U-138 MG), 

rabdomiossarcoma (TE-671, A204), fibrosarcoma (HT1080, Hs633t), câncer de mama 

(MCF-7, MDA-MB435S), melanoma (IGR39, IPC298), câncer de colo do útero (HeLa), 

neuroblastoma (SH-SY5Y) e meduloblastoma (Daoy) (49,50). Esses estudos reforçam 

a noção de que Eag1 é um alvo importante para a terapia do câncer e o silenciamento 

por RNAi é estratégia viável. Medicamentos à base de RNAi para terapia do câncer já 

estão em testes clínicos e podem tornar-se tratamentos aprovados nos próximos anos 

(51). 

O silenciamento gênico da expressão do Eag1 pelo uso de shRNAs (do inglês 

short hairpin RNA) inibiu a formação e proliferação de colônias de células de 

osteossarcoma (MG-63), reduzindo a taxa de crescimento e progressão do ciclo 

celular. Nos experimentos in vivo, mostrou inibição do crescimento do tumor de 

osteossarcoma no modelo de xenoenxerto em camundongo nude (52). Interferência 

de RNA por vetor de expressão shRNA é o objeto do atual estudo. Nosso grupo 

desenvolveu um vetor plasmidial capaz de expressar shRNAs, que tem como alvo o 

RNAm de Eag1, chamado pKv10.1-3. Em estudo anterior, este vetor de expressão 
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reduziu a viabilidade das células de glioma e potencializou efeitos do interferon-gama 

(49). Dessa forma, o silenciamento da expressão dos canais de Eag1 pode ser 

potencialmente usado em conjunto com agentes quimioterápicos para o tratamento 

do GBM. 

1.7 Silenciamento gênico via vetor de expressão de short hairpin RNA (shRNA) 

Entre as abordagens para a terapêutica do câncer, encontra-se a terapia gênica 

baseada em interferência de RNA (RNAi do inglês RNA interfering), processo que 

regula os níveis de determinado RNAm. Essa metodologia já foi utilizada com sucesso 

para silenciar genes em células neuronais, em tumores neoplásicos intracranianos e 

modelos de doenças degenerativas (42,53). A RNAi é um mecanismo conservado 

durante a evolução das espécies para defender os organismos contra vírus, 

eliminando produtos de transcrições anômalas e transposons. A molécula-alvo dessa 

regulação é o RNA mensageiro (RNAm). Portanto, o silenciamento gênico ocorre em 

nível pós-transcricional (post transcription gene silencing). Recentemente descreveu-

se que seu processo é mediado por pequenas fitas duplas de RNAs (dsRNAs, Double 

strand RNA), as quais são capazes de reconhecer sequências-alvo presentes em 

RNAm, causando silenciamento gênico (54,55). Desde a sua descoberta em 1998, 

por Fire e Mello, a interferência de RNA (RNAi) tem sido uma metodologia de interesse 

para pesquisa e desenvolvimento tecnológico (56,57). 

O mecanismo de silenciamento gênico pode ser causado por microRNAs 

endógenos (miRNA) ou mediante moléculas exógenas sintetizadas quimicamente. 

Neste caso podem ser RNAs curtos de interferência (siRNA, Small interfering RNA) 

ou vetores de expressão de grampos curtos de RNA (shRNA) (58,59). 

O termo short hairpin (shRNA) refere-se a sequências curtas de RNA que tem 

a forma de um pequeno grampo de cabelo. O vetor de expressão de shRNA é 

incorporado na célula e a sequência de interesse é transcrita no núcleo, pela 

maquinaria da célula, por meio da RNA polimerase III e de promotores próprios, 

especificamente H1 e U6 (60,61). O shRNA é transportado para o citoplasma por meio 

da exportina 5 e Ran-GTP. No citoplasma, o shRNA é carregado em um outro 

complexo de RNase III contendo a Dicer e TRBP/PACT. O loop do hairpin é clivado e 

o resultado do processamento forma curtos fragmentos de 19-23 nt de RNA em fita 

dupla (siRNA) com overhang de 2 nt 3' com sequências sense (passenger strand) e 

antisense (guide strand). Os siRNAs associam-se a proteínas citoplasmáticas para 
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formar o complexo RISC (RNA Induced Silencing Complex). Proteínas da família 

Argonauta são o principal componente do complexo RISC. Nessa  família, a proteína 

Argonauta 2 é a única que contém atividade endonuclease necessária para abrir a 

dupla fita dos siRNAs e eliminar a fita sense. A fita antisense remanescente guiará o 

complexo RISC até o RNAm para o processo de degradação, resultando no 

silenciamento do gene, como mostrado esquematicamente na Figura 4 

(60,61,62,63,64,65). 

  

 

 

Figura 4. Mecanismos de silenciamento gênico por vetor de expressão de shRNA. O vetor plasmidial é 

transfectado na célula por meio de lipossoma catiônico. Uma vez no núcleo, os shRNAs são transcritos 

e exportados para o citoplasma pela proteína exportina-5, onde sofrem clivagem pela enzima Dicer. Os 

fragmentos gerados na clivagem, os siRNAs, são incorporados no RISC, resultando na degradação do 

RNAm alvo. Adaptado de Hajeri et al, 2009 (63). 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Geral 

 

A presente dissertação objetivou avaliar o papel do canal de potássio Eag1 na biologia 

de células de glioblastoma multiforme, bem como os efeitos do seu silenciamento 

durante a injúria por temozolomida. 

 

2.2 Específicos 

 

i. Avaliar o papel de Eag1 na viabilidade das células U-87 MG de glioma, mediante 

bloqueio farmacológico com astemizol ou silenciamento gênico pelo vetor pKv10.1-3. 

ii. Avaliar se a supressão de Eag1 sensibiliza as células de glioblastoma aos efeitos 

da temozolomida. 

iii. Correlacionar alterações do conteúdo de RNAm de Eag1 com efeitos do pKv10.1-

3 em células tratadas com TMZ. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Linhagem celular e condições de cultura 

 

A atual pesquisa utilizou a linhagem celular U-87 MG de glioblastoma 

multiforme, adquirida no Banco de Células do Rio de Janeiro – BCRJ. Trata-se de um 

tipo celular presente em astrocitomas, classificado como gliomas de grau IV. A 

morfologia celular está apresentada na Figura 5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As células foram mantidas em meio de cultura Dulbecco’s Modified Medium + 

F12 (DMEM/F12 GIBCOTM), suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado 

(SBF) e 1% de GlutamaxTM (GIBCOTM). Além disso, receberam 1% de solução 

antibiótica/antimicótica (Sigma-AldrishTM), contendo 100 mg/mL de estreptomicina e 

100 U/mL de penicilina. Os cultivos foram mantidos em estufa (Thermo Scientific 

REVCOTM), com atmosfera úmida a 37º C e 5% de CO2. Para o acompanhamento da 

taxa de crescimento, usou-se microscópio invertido (Eclipse TS100-F, Nikon). Cultivos 

celulares com 60% a 70% de confluência foram submetidos a passagens (repiques). 

Assim, foram lavados com Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline (DPBS  GIBCOTM), 

sendo os repiques realizados por método enzimático, utilizando-se solução de 

Figura 5. Morfologia da linhagem celular U-87 MG. Imagem obtida do Banco de Células Americano, 

American Type Culture Collection (ATCC: http://www.atcc.org/products/all/HTB-

14.aspx#characteristics).  
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Tripsina/EDTA 0,25% (GibcoTM), durante 3 minutos a 37º C, seguido por lavagens com 

DPBS. A quantificação do número de células foi realizada com o auxílio de uma 

Câmara de Neubauer, utilizando-se o corante Azul de Tripan (GIBCOTM). O 

detalhamento dessa metodologia está apresentado no procedimento operacional 

padrão (POP), desenvolvido pelo Laboratório de Tecnologias para Terapia Gênica 

(Anexo A – POP 43.1). 

3.2 Preparo dos fármacos 

O presente trabalho utilizou os fármacos temozolomida (TMZ) (Orion 

Corporation, Turku, Finlândia, peso molecular 194,15) e astemizol (Sigma-Aldrich, 

Madri, Espanha, peso molecular 458,57). Quanto à diluição inicial de TMZ, cinco 

miligramas do fármaco foram dissolvidos em dimetilsulfóxido (DMSO), obtendo-se 

solução concentrada em estoque de 50 mM. Posteriormente, o fármaco foi dissolvido 

em DPBS para a solução de trabalho nos ensaios experimentais, sendo armazenado 

a -20° C. Quanto ao astemizol, este foi dissolvido em DMSO, obtendo-se solução 

estoque 2 mM. O fármaco foi armazenado a -20° C. A concentração final de DMSO, 

no meio de cultura, não excedeu 0,01%. Portanto, não influenciou a viabilidade celular, 

conforme dados de experimentos preliminares. 

3.3 Vetor de expressão de shRNA e transfecção celular 

Neste trabalho utilizaram-se dois vetores de expressão shRNA. O primeiro, 

denominado pKv10.1-3, para expressar grampos curtos de RNA (shRNA) 

direcionados à sequência de RNAm de Eag1 5'-GTCCACTTGGTCCATGTCCAG-3'. 

O segundo vetor, pScramble, foi utilizado como controle negativo por expressar 

sequência nonsense (49). Ambos vetores de expressão de shRNAs foram 

desenhados para clonagem no plasmídeo pSilencerTM 3.1-H1 (Applied Biosystems, 

Carlsbad, EUA). O isolamento e purificação dos plasmídeos foram realizados 

utilizando-se kit comercial EndoFree® Plasmid Mega kit (QIAGEN, Hilden, Alemanha), 

seguindo as recomendações do fabricante. 
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Para transfecção celular, os plasmídeos de shRNAs (0.2μg) foram estruturados 

em lipossomas catiônicos (Lipofectamine 2000TM, Invitrogen, Carlsbad, EUA) e meio 

Opti-MEM (Invitrogen, California, EUA), de acordo com as orientações do fabricante. 

Os ensaios foram realizados em triplicatas. As condições de densidade celular e 

tempo pós-transfecção estão descritas a seguir, de acordo com os respectivos 

ensaios experimentais. 

 

3.4 Ensaio de viabilidade celular por MTT  

 

A viabilidade celular foi determinada pelo método de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-

2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina). Esse método colorimétrico foi descrito no ano 

de 1983, por Mosmann e colaboradores (66). A viabilidade celular é quantificada pela 

atividade enzimática mitocondrial das células viáveis, ou seja, o método baseia-se na 

habilidade das células metabolicamente ativas de reduzirem os sais de tetrazolium 

(coloração amarela) ao produto formazan (cor púrpura). Resumidamente, 10.000 

células foram cultivadas em placas de 96 poços. Após cada tratamento experimental, 

as células foram incubadas com 15 µL de MTT (5 mg / mL em DMEM) durante 4h a 

37 °C. Em seguida, o meio foi removido e 150 mL de DMSO foram adicionados a cada 

poço, visando-se dissolver os cristais de formazan. As placas foram examinadas 

mediante leitor de microplacas (SpectraMax® M2, Molecular Devices, California, 

EUA), calibrado para ler a absorbância a 595 nm. Todos os ensaios foram realizados 

em triplicata, sendo calculadas as médias dos valores de absorbância de cada 

tratamento. O grupo sem tratamento (Mock) foi arbitrariamente definido como 100% 

de viabilidade, para fins de comparação. As condições experimentais para o método 

de MTT estão descritas no apêndice e nas legendas das figuras (Apêndice A). 

 

3.5 Determinação da apoptose celular por citometria de fluxo 

 

A detecção de apoptose celular foi realizada mediante kit comercial com uma 

combinação de Anexina V conjugada com FITC e Iodeto de Propídeo (PI) (Invitrogen, 

Califórnia, EUA). Para esse experimento, as células foram cultivadas em placas de 12 

poços contendo 1x105 células/poço. Os grupos foram então incubados com 5 µL de 

Annexin V/FITC e 10 µL de iodeto de propídio, por dez minutos. As células mortas 

apresentam-se permeáveis ao iodeto de propídio, que irá ligar-se aos ácidos nucleicos 
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e marcá-los de vermelho, fato que não ocorrerá com as células viáveis e com as 

células em apoptose. Já as células apoptóticas ficarão coradas de verde fluorescente, 

enquanto as células vivas apresentarão pouca ou nenhuma fluorescência.  

As condições experimentais para o teste de apoptose foram definidas com base 

nos resultados obtidos dos ensaios de MTT, conforme descrito anteriormente. 

Portanto, 72h após tratamentos com temozolomida, astemizol ou transfecção do 

pKv10.1-3, foi realizada a detecção de apoptose na linhagem U-87 MG. Analisaram-

se 10.000 eventos em três experimentos independentes. As amostras foram 

analisadas em citômetro de fluxo (FACSVerse™, BD Biosciences, Nova Jersey, EUA), 

utilizando-se o software FlowJo (Tree Star Inc., Ashland, EUA).  

 

3.6 Quantificação de RNAm de Eag1 por RT-qPCR 

 

Células da linhagem U-87 MG foram cultivadas em placas de seis poços com 

densidade de 6x105. Os ensaios foram realizados em triplicata, conduzidos no ponto 

temporal de 72 horas. Foram organizados  cinco grupos experimentais: (i) Mock 

(células sem tratamento); (ii) TMZ 250 µM; (iii) pKv10.1-3; (iv) pScramble (controle 

negativo) e; (v) pKv10.1-3 + TMZ 250 µM. Após 24 horas de plaqueamento e adesão 

celular todos os grupos experimentaisforam mantidos em  meio de cultura Opti-MEM. 

Os grupos iii , iv e v foram transfectados com o vetor de expressão pKv10.1-3 (0,2 µg), 

pScramble (0,2 µg), ou pKv10.1-3 (0,2 µg), respectivamente, estruturados em  

Lipofectamina 2000, conforme descrito no item 3.3. Após  seis horas de transfecção, 

realizou-se a troca do meio de cultura Opti-MEM pelo meio DMEM/F12, em todos os 

grupos experimentais. Posteriormente, os grupos (ii e v) foram tratados com TMZ. 

Seguiu-se à extração do RNA total, conforme descrito a seguir. 

 

3.7 Extração de RNA total 

 

A extração de RNA dos grupos experimentais foi realizada utilizando-se o kit 

comercial RNeasy Spin Columns Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Alemanha), com base nas 

instruções do fabricante. Após o último procedimento, o RNA foi eluído em 30 a 50 µl 

de água livre de RNAses. Finalmente, as amostras foram estocadas a -70º C até o 

momento de uso. 
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3.8 Análise de RNA por eletroforese em gel de agarose 

 

Após a extração, as amostras de RNA foram submetidas à eletroforese em gel 

de agarose 1% em tampão TBE 1X, preparado a partir de solução estoque de TBE 

10X e brometo de etídio 0,5 μg/mL. A eletroforese foi realizada a 80 V em tampão TBE 

1X. O padrão de migração do RNA foi visualizado em transiluminador UV e fotografado 

digitalmente, utilizando-se o Sistema Digimage Compacto (Major Science, Califórnia, 

EUA). 

 

3.9 Quantificação do RNA total 

 

O RNA foi quantificado por fluorimetria, utilizando-se o equipamento Qubit 

(Invitrogen, Califórnia, EUA). 

 

3.10 Transcrição reversa (RT) para síntese do DNA complementar 

 

A síntese de cDNA foi realizada a partir de 2.500 ng de RNA total. Utilizou-se o 

sistema de primers oligo (dT) do kit comercial SuperScript® III First-Strand Synthesis 

System for RT-PCR (Invitrogen, Califórnia, EUA), seguindo as instruções do 

fabricante. Após a transcrição reversa, as amostras de cDNA foram mantidas na 

temperatura de -20°C, até o momento do ensaio de RT-qPCR.  

 

3.11 Amplificação e quantificação de alvos por qPCR     

 

A reação de PCR em tempo real utilizou primers específicos para a seqüência 

do RNA mensageiro de Eag1 humano e primers para o controle endógeno. Os primers 

forward e reverse para Eag1 foram 5’-TTGGAGATGTGTTCTGGAAGGAA-3’ e 5’-

AGGGCATCCCGCTTGATC-3’, respectivamente (67). Para o gene endógeno 

(housekeep gene), utilizou-se como alvo o RNAm de poly(A) polimerase alfa 

(PAPOLA), forward e reverse 5' GCTACGAAGACCAGTCCATTG-3' e 5'-

TGTTGGTCACAGATGCTGCT-3' (48,68). 

A reação foi realizada em termociclador QuantStudio™ 12K Flex Real-Time 

PCR Systhem (Applied BiosystemsTM, Califórnia, EUA). Os produtos de amplificação 

foram detectados por meio do corante fluorescente intercalante Fast SYBR Green 
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(Applied Biosystems, California, USA). O volume final para cada reação foi de 10 μL, 

incluindo 5,0 de Fast SYBR Green de máster mix, 2,0 μL de cDNA, 0,4 μL de cada 

primer sense e antisense (10 pmol/μL) e água milli-Q q.s.p. 10 μL. As condições da 

PCR foram 95 °C por 5 minutos (desnaturação inicial) seguidos de 40 ciclos de 95 °C 

por 60 segundos (desnaturação) e 60 °C por 60 segundos (anelamento e extensão). 

Cada amostra foi realizada em triplicata e o ensaio incluiu um controle negativo (non-

template) para RT. O método de quantificação relativa (ΔΔCt) foi utilizado para 

expressar os efeitos de RNAi no conteúdo do RNAm de Eag1 (69).  

 

3.12 Análise da expressão de Eag1 por imunofluorescência  

 

Para avaliação de expressão de Eag1, células U-87 MG foram cultivadas em 

placas de 24 poços sobre lamínulas circulares de vidro, contendo 1x105 células/poço. 

Após 72h de tratamento, foram fixadas com 250 μL de paraformaldeído (PFA 4%) por 

15 minutos e permeabilizadas com 10% de Triton X-100 em PBS, por 10 minutos. 

Ligações não específicas foram bloqueadas com 5% de soro equino em PBS, por 1 

hora. Foi utilizado o anticorpo monoclonal anti-Eag1.62.mAb (41). Esse anticorpo 

primário (1 μg/ mL) foi diluído 1:1000 e incubado overnight a 4 °C. Como anticorpo 

secundário, utilizou-se Alexa Fluor® 488 anti-rato marcado com anticorpo de IgG 

(1:2000, Molecular Probes, Oregon, USA). Esse anticorpo foi diluído 1:1000 e 

incubado no escuro por 1 hora, em temperatura ambiente (0,2mL/poço). O núcleo da 

célula foi marcado com corante Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich, Madri, Espanha), por 

cinco minutos. As lâminas foram montadas e observadas em microscópio de 

fluorescência (Leica DM2000, Wetzlar, Alemanha), equipado com câmera digital 

(Leica DFC310 FX, Wetzlar, Alemanha). Cada condição experimental foi realizada em 

triplicata, em três experimentos independentes. 

 

3.13 Análise estatística  

 

Os resultados experimentais foram submetidos à análise estatística mediante 

o uso do programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), versão 20. 

Foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). Utilizou-se a análise de 

variância one-way (ANOVA), seguida do teste Tukey, para testar as diferenças entre 
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grupos. Diferenças entre pares de grupos foram analisadas pelo teste t de Student. O 

nível de significância estatístico adotado foi p<0,05.  

 

4 RESULTADOS 
 
4.1 Efeitos da TMZ sobre a viabilidade de células da linhagem U-87 MG 
  

Primeiramente, foi realizada uma curva de dose-resposta para avaliar o efeito 

do fármaco TMZ sobre a viabilidade de células de glioblastoma, por meio da técnica 

de MTT. TMZ causou diminuição dose-dependente na viabilidade celular nos três 

períodos de tempo examinados de 24, 48 e 72 horas (Figuras 6 A-C). A intensidade 

da injúria celular variou de acordo com as concentrações de TMZ e o período de 

tratamento. Na concentração de 125 µM, o fármaco reduziu a viabilidade celular para 

os valores de 91%, 87% e 89% durante os períodos de tempo de 24h, 48h e 72h, 

respectivamente (Figura 6 D). Células tratadas com TMZ 250 µM também 

apresentaram redução na sua viabilidade, e a diferença foi significativa para os 

tempos de 24h e 72h (84% versus 54%) (Figura 6 D; p<0,05). Na maior concentração 

avaliada, TMZ 500 µM, também houve efeito tempo-dependente. A viabilidade celular 

variou de 59% a 13% entre os períodos de 24h e 72h (Figura 6 D; p<0,05). Neste 

sentido, no ponto temporal de 72h as células de glioma apresentaram resposta mais 

linear às doses crescentes de TMZ (Figuras 6 C versus A e B). A concentração de 250 

µM do fármaco diminuiu a viabilidade das células para um valor próximo de 50%. 

Assim, foi escolhida essa condição para os testes seguintes sobre o papel do Eag1 

nos efeitos da TMZ. 
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Figura 6. Efeitos da TMZ sobre a viabilidade de células U-87 MG. Os efeitos da TMZ nas concentrações 

de 125 µM, 250 µM e 500 µM foram medidos nos pontos temporais de 24h (A), 48h (B) e 72h (B). Em 

(D) estão descritos os efeitos da TMZ em diferentes concentrações (125, 250 e 500 µM), durante os 

períodos de incubação de 24h, 48h e 72 horas. A viabilidade celular foi determinada por ensaio de MTT. 

Os grupos experimentais foram analisados em triplicatas, em oito ensaios independentes (n=8). Os 

resultados da viabilidade foram calculados com base no percentual dos valores de absorbância 

observados no grupo controle não tratado (Mock). Foram expressos como média ± erro padrão da 

média (EPM) e submetidos à análise de variância one-way (ANOVA), seguido do pós-teste de Tukey. 

Em A, B e C, p <0,05, * TMZ 125 µM versus TMZ 250 e 500 µM; ** TMZ 250 µM versus 125 e 500 µM, 

e *** TMZ 500 µM versus 125 e 250 µM. Em D, p <0,05, * 24 horas versus 72 horas, em relação à  

concentração de TMZ 250 µM; # 24 horas versus 48 e 72 horas, em relação à  concentração de TMZ 

500 µM; # # 48 horas versus 24 e 72 horas em relação à  concentração de TMZ 500 µM; # # # 72 horas 

versus 24 e 48 horas em relação à  concentração de TMZ 500 µM. 
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4.2 Redução da viabilidade de células de glioma causada por astemizol ou 
pKv10.1-3  

No período de 24h, as células tratadas com astemizol 2,5, 5 ou 10 µM 

apresentaram redução de viabilidade dose-dependente, de 23%, 57% e 85%, 

respectivamente (Figura 7 A). Nas mesmas concentrações, o fármaco também 

provocou efeito dose-dependente no período de 48h de incubação, para valores que 

variaram entre 42% e 93% em relação aos mesmos tratamentos (Figura 7 B). No ponto 

temporal de 72 horas, astemizol também reduziu, de maneira dose-dependente, a 

viabilidade das células de glioma em 41%, 72% e 93%, de acordo com a dose 

utilizada, 2,5 µM, 5 µM e 10 µM (Figura 7 C).  

O silenciamento gênico de Eag1, mediante transfecção com pKv10.1-3 (0,2 µg), 

também afetou a viabilidade de células de glioma. Células transfectadas com esse 

vetor apresentaram redução de viabilidade celular nos três tempos de tratamentos 

examinados. Os valores atingiram 47%, 35% e 40%, após 24, 48 e 72h de transfecção, 

respectivamente (Figuras 7 D-F). O grupo controle transfectado com lipofectamina 

também apresentou diminuição na viabilidade celular, sendo mais intenso o efeito em 

24h (22%) do que em 72 horas (10%).  

Em conjunto, os resultados de astemizol e pKv10.1-3 confirmaram que Eag1 

contribuiu para a viabilidade das células de glioma.  
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Figura 7. Efeitos de astemizol (ATZ 2,5 µM, 5 µM e 10 µM) e pKv10.1-3 (0,2 µg) sobre a viabilidade de 

células U-87 MG. Os efeitos de ATZ (A-C) e de pKv10.1-3 (D-F) sobre a viabilidade celular foram 

medidos em 24, 48 e 72 horas. A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de MTT. Os grupos 

experimentais foram analisadas em triplicatas em oito ensaios independentes (n=8). Os resultados 

estão representados por percentagem com base nos valores encontrados no grupo controle (Mock), 

expressos como média ± erro padrão da média (EPM) e submetidos à análise de variância one-way 

(ANOVA) seguido do pós-teste de Tukey. Em A, B e C, p <0,05, * ATZ 2,5 µM versus ATZ 5 e 10 µM; 

** ATZ 5 µM versus 2, 5 e 10 µM e *** ATZ 10 µM versus 2,5 e 5 µM. Em D, E, F, p <0,05, # pKv10.1-

3 versus controle Lipofectamina. 

4.3 Supressão de Eag1 por astemizol ou pK10.1-3 potencializa os efeitos da TMZ 

 Neste ensaio avaliaram-se os efeitos da supressão do canal Eag1 sobre a 

injúria causada por TMZ na linhagem celular de glioma. Os grupos experimentais pré-

tratados com o bloqueador do canal de Eag1 astemizol ou pKv10.1-3 mostraram maior 

resposta à TMZ, segundo resultados de MTT.  

 O tratamento com astemizol 5 µM resultou em 58,2% de redução de 

viabilidade celular. Já o  o grupo tratado com temozolomida 250 µM apresentou  

redução de 46% na viabilidade dos gliomas (Figura 8 A). A combinação de astemizol 

e TMZ provocou redução de 76,8% na viabilidade celular (Figura 8 A; p <0,05).  

 O silenciamento de Eag1 pelo vetor pKv10.1-3 (0,2 µg), em células de 

glioma, potencializou os efeitos da TMZ (Figura 8 B). A associação de pKv10.1-3 e 

TMZ 250 µM diminuiu a viabilidade celular em 77,2%, um valor significativamente mais 

elevado do que os encontrados em grupos tratados com pKv10.1-3 (53,8%) ou TMZ 

(47,9%), isoladamente. 
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Figura 8. Efeitos causados por ATZ ou por pKv10.1-3, isolados ou em combinação com TMZ, sobre a 

viabilidade das células U-87 MG. A representação esquemática do procedimento experimental está 
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apresentada na parte superior de cada gráfico. Viabilidade celular de células de glioma sob bloqueio 

farmacológico de Eag1, em associação com TMZ, está descrita em (A). A viabilidade das células de 

glioma, após transfecção de pKv10.1-3 em combinação com TMZ, apresenta-se em (B). O ensaio foi 

determinado pelo método de MTT. Os grupos experimentais foram analisados em triplicata em oito 

ensaios independentes (n=8). Os resultados estão representados por percentagem com base nos 

valores encontrados no grupo controle (Mock), expressos como média ± erro padrão da média (EPM). 

*p<0,05 (ANOVA oneway seguido do teste de Tukey). 

4.4 Análise morfológica de células de glioma após tratamentos experimentais 

A análise morfológica de células da linhagem U-87 MG, por microscopia óptica, 

submetidas aos tratamentos com TMZ, ATZ, pKv ou associações, revelou que a 

supressão de Eag1 por ATZ 5 µM ou pKv10.1-3, associada à TMZ, causou alterações 

morfológicas. Essas alterações incluem diminuição no comprimento (encolhimento 

celular), baixa aderência, formas redondas e flutuantes, características morfológicas 

que sugerem fenótipo apoptótico e morte celular, como revelado por microscopia de 

campo claro (Figura 9). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Micrografias de células de glioma (U-87 MG) expostas aos tratamentos com temozolomida, 

astemizol ou vetor pKv10.1-3, isolados ou em combinação. As imagens foram capturados 72 horas 
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após os tratamentos e adquiridas por microscópio invertido de luz (Eclipse TS100-F, Nikon). Ampliação 

original 20x. 

 

4.5 Apoptose celular determinada por citometria de fluxo  

O ensaio experimental mediante marcação celular com Anexina V e Iodeto de 

propídio (PI), analisado por citometria de fluxo, revelou o grau de apoptose nas células 

de gliomas nos diferentes tratamentos, como mostrado nas figuras 9 A-G. A apoptose 

precoce (anexina V+ / PI-) e a apoptose tardia (Anexina V+ / PI+) estão representadas 

nos quadrantes Q4 e Q2, respectivamente. A supressão de Eag1 aumentou o perfil 

apoptótico (Q4 + Q2) provocado por temozolomida (Figura 10 H).  O bloqueio 

farmacológico de Eag1 por astemizol provocou aumento de cerca de quatro vezes na 

apoptose de células de glioma causada por temozolomida, ou seja, de 17% a 82% 

(Figuras 10 B versus 10 D e 10 H; p <0,05). O silenciamento Eag1 por pKv10.1-3 

também aumentou a taxa de apoptose pela TMZ de 17% para 63% (Figuras 10 B 

versus 10 G e 10 H; p<0,05). 
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Figura 10. Determinação de apoptose em células da linhagem U-87 MG de glioblastoma. Os grupos 

experimentais foram analisados por citometria de fluxo, com marcações por Anexina V / iodeto de 

propídio (PI), após supressão de Eag1 por astemizol ou pKv10.1-3 em células expostas à TMZ. Gráficos 

representativos mostrando a distribuição das células marcadas por anexina V e por PI (A-G). O eixo X 

indica a fluorescência de PI detectado em 617 nm e o eixo Y indica a fluorescência da anexina V-FITC 

detectada a 488 nm. Os quadrantes (Q3) indicam as células viáveis, enquanto quadrantes (Q1) indicam 

células necróticas. Os quadrantes (Q2) indicam células em apoptose tardia, já os quadrantes (Q4) 

indicam células em apoptose precoce. Gráfico comparativo com a média dos valores de apoptose 

precoce e tardia em células U-87 MG (H). Os resultados dos experimentos foram expressos como 

percentagem do número total de células. Os experimentos foram realizados em triplicatas, em três 

ensaios independentes (n=3) expressos como média ± erro padrão da média (EPM). *p<0,05 (ANOVA 

oneway seguido do teste de Tukey).  
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4.6 Expressão de Eag1 em células de glioma tratadas com TMZ e efeitos da 
transfecção com pKv10.1-3 

1 Eletroforese em gel de agarose 

A integridade de cada amostra de RNA extraído foi satisfatória. Não houve 

presença de rastro de degradação na eletroforese, sendo possível visualizar as 

bandas de RNA ribossomal 18S e 28S (Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

2 Quantificação do conteúdo de RNAm de Eag1 por RT-qPCR 

A técnica de RT-qPCR revelou o conteúdo relativo de RNAm de Eag1 em 

células de gliomas tratadas com temozolomida. Verificou-se que TMZ 250 µM causa 

diminuição de 0,78 vezes no conteúdo relativo de Eag1 após 72h de tratamento 

(Figura 12 A). O vetor pKv10.1-3 (0,2 µg) também reduziu o conteúdo de Eag1. As 

células transfectadas apresentaram diminuição de 0,57 vezes no teor de RNAm de 

Eag1 em comparação com o grupo controle negativo pScramble (0,2 µg), conforme 

Figura 12 B (p <0,05). Finalmente, examinaram-se os efeitos da TMZ em células pré-

transfectadas com pKv10.1-3. O vetor reduziu, significativamente, o conteúdo de 

RNAm do alvo, de 0,78 vezes (TMZ 250 µM) para 0,31 vezes (pKv10.1-3 + TMZ 250 

µM), no período de 72h, como mostra a Figura 12 C; p <0,05).        

Figura 11. Análise de RNA total por eletroforese em gel de agarose. As setas indicam as bandas 

correspondentes aos RNAs ribossomais 28S e 18S. Os números nas canaletas referem-se aos 

seguintes tratamentos: (1) Mock, (2) pScramble, (3) pKv10.1-3, (4) TMZ 250 µM e (5) pKv10.1-3 + 

TMZ 250 µM. 

 

Figura 1. Redução do conteúdo relativo do RNAm de Eag1 em células U-87 MG tratadas por TMZ, 

pKv10.1-3, ou ambos, durante 72 horas. O nível de RNAm de Eag1 em células de glioma tratadas 

por TMZ 250 µM está representado em (A). Efeitos de pKv10.1-3 sobre RNAm de Eag1 em 

comparação com o controle negativo pScramble (sequência não homóloga) está descritos em (B). 

Associação de pKv10.1-3 com temozolomida, mostrando diminuição significativa no conteúdo de 

RNAm de Eag1 apresenta-se  em (C). Os dados foram normalizados pelo gene controle endógeno 

PAPOLA. Os resultados foram determinados por RT-qPCR, em triplicata, em três ensaios 

independentes (n=3), sendo expressos pelo método da quantificação relativa (2-ΔΔCT). Valores estão 

apresentados como média ± erro padrão da média (EPM). *p<0,05 (ANOVA oneway seguido do teste 

de Tukey).Figura 2. Análise de RNA total por eletroforese em gel de agarose. As setas indicam as 

bandas correspondentes aos RNAs ribossomais 28S e 18S. Os números nas canaletas referem-se 

aos seguintes tratamentos: (1) Mock, (2) pScramble, (3) pKv10.1-3, (4) TMZ 250 µM e (5) pKv10.1-3 

+ TMZ 250 µM. 

 

Figura 3. Redução do conteúdo relativo do RNAm de Eag1 em células U-87 MG tratadas por TMZ, 

pKv10.1-3, ou ambos, durante 72 horas. O nível de RNAm de Eag1 em células de glioma tratadas 

por TMZ 250 µM está representado em (A). Efeitos de pKv10.1-3 sobre RNAm de Eag1 em 

comparação com o controle negativo pScramble (sequência não homóloga) está descritos em (B). 

Associação de pKv10.1-3 com temozolomida, mostrando diminuição significativa no conteúdo de 
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Figura 12. Redução do conteúdo relativo do RNAm de Eag1 em células U-87 MG tratadas por TMZ, 

pKv10.1-3, ou ambos, durante 72 horas. O nível de RNAm de Eag1 em células de glioma tratadas por 

TMZ 250 µM está representado em (A). Efeitos de pKv10.1-3 sobre RNAm de Eag1 em comparação 

com o controle negativo pScramble (sequência não homóloga) estão descritos em (B). Associação de 

pKv10.1-3 com temozolomida, mostrando diminuição significativa no conteúdo de RNAm de Eag1 

apresenta-se  em (C). Os dados foram normalizados pelo gene controle endógeno PAPOLA. Os 

resultados foram determinados por RT-qPCR, em triplicata, em três ensaios independentes (n=3), sendo 

expressos pelo método da quantificação relativa (2-ΔΔCT). Valores estão apresentados como média ± 

erro padrão da média (EPM). *p<0,05 (ANOVA oneway seguido do teste de Tukey). 

 

Figura 9. Imunocitoquímica para Eag1 em células da linhagem de glioma humano U-87 MG. Imagens 

representativas, mostrando a redução da expressão de Eag1 nos grupos tratados com TMZ, pKv10.1-3 

ou associações. Mock (A-C), após tratamento com TMZ 250 µM (D-F), células após transfecção via 

pKv10.1-3 (G-I), e células pré-transfectadas com pKv10.1-3 e tratadas com TMZ 250 µM (J-L). As 

imagens foram adquiridas por microscopia de fluorescência. Barra de escala = 20 µm.Figura 10. 

Redução do conteúdo relativo do RNAm de Eag1 em células U-87 MG tratadas por TMZ, pKv10.1-3, ou 

ambos, durante 72 horas. O nível de RNAm de Eag1 em células de glioma tratadas por TMZ 250 µM 

está representado em (A). Efeitos de pKv10.1-3 sobre RNAm de Eag1 em comparação com o controle 

negativo pScramble (sequência não homóloga) está descritos em (B). Associação de pKv10.1-3 com 

temozolomida, mostrando diminuição significativa no conteúdo de RNAm de Eag1 apresenta-se  em (C). 
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3 Imunocitoquímica para Eag1  

A expressão da proteína Eag1 em células U-87 MG foi detectada por 

imunocitoquímica (Figura 13). As lâminas foram analisadas por microscopia de 

fluorescência. A sobreposição das imagens mostra a junção de ambas colorações, 

sejam do corante Hoechst (azul) e da imunodetecção de Eag1 (fluorescência verde). 

Esse resultado de imunofluorescência mostrou que Eag1 é altamente expresso nas 

células de glioblastoma humano da linhagem U-87 MG. As células transfectadas com 

pKv10.1-3, em tratamento isolado ou associados à TMZ, apresentaram menor 

densidade celular, com menor conteúdo da proteína Eag1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Imunocitoquímica para Eag1 em células da linhagem de glioma humano U-87 MG. Imagens 

representativas, mostrando a redução da expressão de Eag1 nos grupos tratados com TMZ, pKv10.1-

3 ou associações. Mock (A-C), após tratamento com TMZ 250 µM (D-F), células após transfecção via 

pKv10.1-3 (G-I), e células pré-transfectadas com pKv10.1-3 e tratadas com TMZ 250 µM (J-L). As 

imagens foram adquiridas por microscopia de fluorescência. Barra de escala = 20 µm. 

 

Figura 16. Imunocitoquímica para Eag1 em células da linhagem de glioma humano U-87 MG. Imagens 

representativas, mostrando a redução da expressão de Eag1 nos grupos tratados com TMZ, pKv10.1-
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5. DISCUSSÃO 

O presente trabalho avaliou os efeitos da interferência de RNA sobre Eag1 em 

células de glioma U-87 MG expostas à temozolomida.  

Glioblastoma multiforme (glioma de grau IV) é o tipo de tumor cerebral primário 

mais prevalente e agressivo. Apesar do progresso no desenvolvimento de técnicas 

cirúrgicas, da radioterapia e quimioterapia, o tratamento de gliomas malignos é 

extremamente difícil e a sobrevida dos pacientes tratados estende-se por apenas 

alguns meses (6,7). O tratamento quimioterápico padrão emprega a TMZ. No entanto, 

muitos pacientes com GBM não respondem a esse agente alquilante ou o tumor 

adquire resistência. Um mecanismo comum de resistência à TMZ surge por aumento 

da expressão da enzima de reparação do DNA O6 metiltransferase-DNA-metilguanina 

(MGMT) (71,72). A descoberta de novos alvos terapêuticos para o tratamento do 

glioma constitui demanda urgente da área de oncologia. 

Os canais iônicos desempenham papel fundamental na tumorigênese (22). 

Estudos revelam que o fluxo de íons na célula, por meio dos canais iônicos, influencia 

o ciclo celular, o crescimento e a própria apoptose (73). Assim, havendo atividade 

desregulada ou elevada expressão de canais iônicos, pode ocorrer descontrole da 

divisão celular, uma característica clássica do câncer (74). Dentre os canais iônicos já 

descritos, destaca-se o canal de K+ Eag1 como regulador do crescimento celular, do 

perfil neoplásico e também da malignidade tumoral (32,36). Diversos tipos de tumores 

exibem hiperexpressão de Eag1, incluindo células de câncer de mama (75), tumores 

da cabeça e pescoço (76), câncer de cólon (77,78), esófago (77), câncer cervical 

(79,80), leucemia (81), neuroblastoma (82), melanoma (83), câncer de estômago (77) 

e sarcomas (84). Gliomas também expressam Eag1, independentemente do seu grau 

de malignidade (39). Por meio da pesquisa apresentada nesta dissertação, confirmou-

se que as células U-87 MG de glioblastoma em cultura apresentam elevada expressão 

de Eag1 e, após transfecção com o vetor de silenciamento para Eag1, o número de 

células foi reduzido nas placas. Os resultados corroboraram o papel citado de Eag1 

na tumorigênese, destacando o gene como um alvo promissor para a terapia do 

câncer. No entanto, como os canais de potássio desempenham propriedades 

eletrofisiológicas, a inibição da atividade do canal pode causar efeitos adversos. Essa 

preocupação pode ser avaliada em estudo anterior, realizado em camundongos 

nocautes para Eag1 (85). Os animais não apresentaram alterações na embriogênese, 
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desenvolvimento cerebral e propriedades elétricas das células Purkinje do cerebelo. 

Foram observadas apenas mudanças comportamentais leves, incluindo  

hiperatividade em  sessões de atividade espontânea e alterações na catalepsia 

induzida por haloperidol. Considerando que esses animais (destituídos de canais 

ativos) não mostraram alterações importantes da fisiologia,  pode-se considerar que o 

Eag1 constitui alvo viável para o tratamento do câncer. Nesse sentido, estudos com 

anticorpos monoclonais, siRNAs, astemizol e imipramina confirmaram que a inibição 

de Eag1 controla o desenvolvimento do câncer (40,41,50,86). O calcitriol (vitamina 

D3) também foi capaz de suprimir a expressão de Eag1, causando a inibição do ciclo 

celular em células de tumor mamário (87). 

Astemizol é antagonista do receptor histaminérgico H1 e, também, bloqueia o 

canal Eag1. Esse fármaco mostrou atividade contra diferentes tipos de câncer, 

incluindo o hepatocarcinoma, tumores de mama e células de câncer cervical 

(86,88,89). Os resultados da atual pesquisa corroboram esses achados, reforçando o 

papel do Eag1 no crescimento e proliferação celular. O astemizol causou diminuição 

dose-dependente na viabilidade de células de GBM mantidas durante 24, 48 e 72h 

após o tratamento. A utilização do astemizol para o tratamento de câncer, no entanto, 

é dificultada devido a seus efeitos colaterais cardiovasculares (44). O fármaco pode 

causar arritmia ventricular; trata-se de feito tóxico raro, porém potencialmente fatal 

(90,91).  

No que se refere aos tumores cerebrais, o potencial terapêutico do astemizol é 

prejudicado por uma questão farmacocinética. Esse anti-histamínico de segunda 

geração não tem capacidade de penetrar a barreira hematoencefálica (BHE), não 

alcançando o tumor cerebral. Curiosamente, essa propriedade farmacocinética é 

valiosa para os anti-histamínicos, pois evita sonolência ou sedação. Não é desejável, 

entretanto, para os fármacos que precisem alcançar tecidos cerebrais lesionados, 

como ocorre nos gliomas (92). A barreira tumoral hematoencefálica (BBTB, blood-

brain tumor barrier) também representa um obstáculo para a quimioterapia do glioma. 

Na parte central do glioblastoma, essa barreira é rompida, mas, em grande parte da 

massa tumoral, permanece inalterada, bloqueando o acesso de medicamentos 

antitumorais (93).  

Em estudo anterior, pequenos RNAs de interferência sintéticos (siRNAs) 

apresentaram a capacidade de silenciar a expressão de Eag1 em vários tipos de 

células tumorais (50). Além disso, siRNAs direcionados para Eag1 diminuíram o 
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RNAm de Eag1 e o conteúdo da proteína, reduzindo o crescimento e proliferação de 

vários tipos celulares. Entre os quatro siRNAs testados, aquele denominado de 

Kv10.1-3 causou o maior efeito silenciador em Eag1. Esse siRNA tem como alvo a 

sequência nucleotídica 1793-1813 do RNAm de Eag1 (NM_172362). Utilizou-se a 

mesma sequência alvo para  o estudo proposto neste trabalho, a qual foi 

“engenheirada” para clonagem em vetor de expressão de grampos curtos de RNA, 

denominado de pKv10.1-3. Os resultados deste trabalho mostram que pKv10.1-3 

reduz a viabilidade de células de glioma. Destaque-se que esse vetor de expressão 

também intensificou a injúria por IFN-γ em células de glioma (49).  

O presente estudo mostrou, principalmente, que pKv10.1-3 sensibiliza células 

de glioma aos efeitos da TMZ, quimioterápico de escolha para esse tipo tumoral. O 

mesmo efeito foi observado em células tratadas com astemizol, um bloqueador de 

Eag1. Além de sensibilizarem as células à injúria com TMZ, esses tratamentos 

causaram, também, mudanças na morfologia celular, para um fenótipo apoptótico. Os 

resultados de citometria de fluxo confirmaram que houve apoptose celular. 

Finalmente, a análise por RT-qPCR mostrou que o vetor pKv10.1-3 potencializa a 

redução do RNAm de Eag1 causada por TMZ para 0,78 vezes. Ou seja, os efeitos do 

vetor sobre a viabilidade celular estão correlacionados com a diminuição do conteúdo 

de Eag1. 

O uso de RNAi para silenciamento de Eag1 foi previamente relatado em outras 

linhagens celulares de câncer. O emprego de vetor viral que expressa shRNAs para 

Eag1, reduziu o crescimento tumoral e angiogênese em osteossarcoma (94). Além 

disso, interferência de RNA para Eag1 sensibilizou células de câncer de ovário aos 

efeitos da cisplatina (95). Nenhum trabalho anterior, entretanto,  examinou se o 

silenciamento do gene Eag1 sensibilizaria células de glioma ao quimioterápico TMZ. 

O presente estudo revelou que a supressão de Eag1 potencializa o efeito do 

quimioterápico TMZ em células de glioma. Além de apontar um papel para Eag1 na 

injúria por TMZ, esse achado também projeta potencial estratégia para a terapêutica 

do glioblastoma multiforme. 
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6. CONCLUSÃO 

Os resultados deste trabalho permitem concluir que:  

 o canal de potássio Eag1 tem papel na viabilidade das células de glioma; 

 a supressão de Eag1 por astemizol ou pKv10.1-3 potencializa os efeitos da 

temozolomida em células de glioma; 

 o tratamento com pKv10.1-3, em células lesadas por TMZ, leva à morte celular 

por apoptose. 
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APÊNDICE A – ENSAIOS DE MTT: GRUPOS E CONDIÇÕES EXPERIMENTAIS 

1. Curva dose-resposta dos efeitos da temozolomida (TMZ) 

 

Foram utilizadas três diferentes concentrações de TMZ. Os ensaios foram 

conduzidos nos tempos de 24, 48 e 72 horas e divididos em quatro grupos de 

tratamentos, conforme descrito a seguir. 

 

Grupo Tratamento 

I Mock (células não tratadas com TMZ) 

II TMZ 125 µM 

III TMZ 250 µM 

IV TMZ 500 µM 

 

2. Bloqueio farmacológico do Eag1 com astemizol (ATZ) 

 

Para avaliar a participação do canal de potássio Eag1 sob a viabilidade celular, as 

células foram tratadas com o bloqueador farmacológico astemizol. Os ensaios foram 

conduzidos nos tempos de 24, 48 e 72 horas. Foram utilizados quatro grupos 

experimentais, conforme descrito abaixo. 

 

Grupo Tratamento 

I Mock (células não tratadas com ATZ) 

II ATZ 2,5 µM 

III ATZ 5 µM 

IV ATZ 10 µM 

 

 

3. Silenciamento gênico de Eag1 via interferência de RNA  

 

A transfecção foi realizada conforme descrito em material e métodos, tópico 3.3. Usou-

se o vetor de expressão pKv10.1-3 (0,2 µg), avaliando-se a viabilidade por MTT em 

três tempos após transfecção (24, 48 e 72 horas). Os grupos experimentais foram 

divididos em três tratamentos, conforme tabela abaixo. 
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Grupo Tratamento 

I Mock (células não transfectadas) 

II Controle lipofectamina 

III pKv10.1-3 (0,2 µg) 

 

4. Efeitos do bloqueio farmacológico de Eag1 com astemizol associado à TMZ e 

do silenciamento gênico de Eag1 após injúria com TMZ 

 

Com base nos resultados anteriores de curva dose-resposta e curva temporal, 

decidiu-se estabelecer o período de 72 horas para os experimentos de viabilidade 

celular dos grupos experimentais descritos na tabela abaixo. 

 

Grupo Tratamentos 

I Mock (células sem tratamento) 

II TMZ 250 µM 

III ATZ 5 µM 

IV ATZ 5 µM + TMZ 250 µM 

V Controle lipofectamina 

VI pKv10.1-3 (0,2 µg) 

VII pKv10.1-3 + TMZ 250 µM 
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APÊNDICE B – CAPÍTULO DE E-BOOK 

 

 

 

 

 



57 
 

 

 

 



58 
 

 

 

 

 



59 
 

 

 

 

 



60 
 

ANEXO A  PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRÃO (POP 43.1) 
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ANEXO B – CERTIFICADO DE APRESENTAÇÃO DE PÔSTER 

45º Congresso Brasileiro de Farmacologia e Terapêutica Experimental 
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ANEXO C – CERTIFICADO DE APRESENTAÇÃO DE PÔSTER 

Workshop sobre estudos neurológicos e células da glia 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


