THAIS TORQUATO SALES

Silenciamento do canal de potassio Eagl potencializa efeitos da temozolomida
em células U-87 MG de glioblastoma multiforme

Brasilia

2015



UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

THAIS TORQUATO SALES

Silenciamento do canal de potassio Eagl potencializa efeitos da temozolomida
em células U-87 MG de glioblastoma multiforme

Dissertacdo apresentada como requisito
parcial para obtencdo do titulo de Mestra em
Ciéncias da Saude pelo Programa de Pés-
Graduacdo em Ciéncias da Saude da
Universidade de Brasilia.

Orientador: Prof. Dr. Ricardo Titze-de-Almeida

Brasilia

2015



THAIS TORQUATO SALES

SILENCIAMENTO DO CANAL DE POTASSIO EAG1 POTENCIALIZA EFEITOS DA
TEMOZOLOMIDA EM CELULAS U-87 MG DE GLIOBLASTOMA MULTIFORME

Dissertacdo apresentada como requisito
parcial para obtencdo do titulo de Mestra em
Ciéncias da Saude pelo Programa de Pés-
Graduacdo em Ciéncias da Saude da
Universidade de Brasilia

Aprovada em de de 2015.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Ricardo Titze-de-Almeida

Universidade de Brasilia

Prof. Dra. Marcia Renata Mortari

Universidade de Brasilia

Prof. Dra. Ana Carolina Mortari

Universidade de Brasilia



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradec¢o ao nosso Senhor DEUS pelas béngéaos, saude e for¢ca para
superar todas as dificuldades enfrentadas durante essa jornada.

Ao Professor Dr. Ricardo Titze-de-Almeida, pela oportunidade de crescimento
profissional, orientagdo e pelas contribuicdes dadas a este trabalho.

Meus sinceros agradecimentos aos amigos do Laboratério de Tecnologias para
Terapia Génica: Fernando Resende, Natélia Montenegro, Camila Horst, Wesley
Rocha, Franciele Schlemmer e Simoneide Souza Titze de Almeida. Todos vocés
foram meus companheiros de pesquisas e dedicaram parte do seu tempo para este
trabalho.

A Profa. Marcella Lemos Bretas e Natalia Lemos Chaves, por ndo pouparem esforcos
para me acompanhar nos experimentos de citometria de fluxo.

Agradeco aos meus pais e minha irma, pela torcida, apoio e motivagdo. Amo voceés!
Obrigada por tudo.

Ao meu grande amigo e eterno companheiro Martin Ruiz Saman, por estar sempre ao
meu lado, por compreensdo nos momentos de auséncia e incentivo nos momentos de
desanimos e cansaco. Obrigada por vocé existir na minha vida!

Agradecimentos aos amigos, Milton Luiz da Paz Lima e Arailde Fontes, vocés foram
muito importantes para a minha formacao cientifica.

Aos amigos do grupo Amanita (Eriquita, Vanessinha e Dudu), pela amizade e
momentos de descontracao.

A querida Socorrinha, pelas palavras de apoio, incentivo e também por preparar
aguele cafezinho!

Agradeco também a Profa. Elaine Aparecida Del Bel Belluz Guimarédes e ao CNPq
(Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico) pelo apoio
financeiro.



“Nés crescemos pensando que o nosso destino estava nas estrelas, agora sabemos
gue, em boa parte, nosso destino esta nos genes.”

(James Dewey Watson)



RESUMO

Glioblastoma multiforme (GBM) € o tipo mais comum de tumor cerebral primario em
seres humanos adultos, representando aproximadamente 55% dos casos. O processo
tumoral desenvolve-se de maneira agressiva e as opcoes terapéuticas sao limitadas.
O protocolo de tratamento padréo inclui radioterapia em combinagdo com
temozolomida (TMZ), combinado com excisao cirurgica quando possivel. Apesar de
alguns avancos no tratamento de GBM, o tempo de sobrevida dos pacientes
diagnosticados com esse tipo de glioma é de aproximadamente 14,5 meses. A
interferéncia de RNA (RNAI) € um mecanismo de silenciamento de genes e estéa entre
as abordagens promissoras para a terapia do cancer. Assim, utilizou-se a metodologia
de RNAI para supressao do canal de potassio Ether a go-go 1 (Eagl) em células de
glioblastoma da linhagem U-87 MG. Este alvo molecular tem papel relevante na
tumorigénese de varios tipos de céancer, auxiliando na proliferacdo celular e
metastases. O estudo realizado na presente dissertacdo examinou o papel de Eagl
na viabilidade das células de glioma tratadas com TMZ. Inicialmente, realizaram-se
ensaios experimentais com concentracfes de TMZ (125, 250 ou 500 uM) 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 concentragdo de 250 puM, o farmaco TMZ diminuiu a
viabilidade das células em aproximadamente 50%. Com base nesse resultado da
curva dose-resposta, estabeleceu-se a concentracdo do quimioterapico para a
execucao dos ensaios seguintes. Testaram-se, também, os efeitos do bloqueador de
canal de potassio astemizol (ATZ 2,5 uM, 5 uM e 10 uM) ou vetor de expressao de
SshRNA denominado pKv10.1-3 (0,2 ug) sobre a viabilidade do glioma nos tempos de
24, 48 e 72 horas. Este vetor expressa grampos curtos de RNA (shRNA) direcionados
a sequéncia de RNAmM de Eagl 5-GTCCACTTGGTCCATGTCCAG-3'. Além disto,
avaliou-se os efeitos causados por ATZ 5 pM ou por pKv10.1-3 (0,2ug) em
combinag¢do com TMZ 250 uM, no tempo de 72 horas. O tratamento com pKv10.1-3
potencializou, de maneira significativa, a reducao na viabilidade celular causada por
TMZ sobre células de glioma (77,2% versus 47,9%). Verificou-se, ainda, que a
inibicdo de Eagl por astemizol (5 puM) ou pKv10.1-3 aumenta a taxa de apoptose
causada por TMZ, conforme ensaio de citometria de fluxo. pKv10.1-3 (0,2 ug) reduziu
significativamente o conteido de RNAm de Eagl, para 0,57 vezes em relacdo ao
valor observado no grupo controle negativo pScramble (0,2 pg), conforme resultado
de RT-gPCR. Quanto a proteina Eagl, esta mostrou-se elevada nas células de
glioblastoma humano da linhagem U-87 MG. Os tratamentos experimentais causaram
reducdo do conteudo desta proteina, detectada por imunocitoquimica. Portanto, os
dados do presente estudo revelam que Eagl desempenha papel na viabilidade das
células de glioma, além disso, mostraram que a supressao desse canal potencializa a
acdo da TMZ em células U-87 MG de glioblastoma multiforme.

Palavras-chave: Ether a go-go 1; Eagl; Kv10.1; linhagem celular de glioblastoma U-
87 MG; RNAI; temozolomida; astemizol; shRNA; terapia génica.



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 RNAIi to suppress the Ether a go-go 1 (Eagl)
potassium channel in U-87 MG glioblastoma cells. Eagl 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 Eagl in glioma cells
treated with TMZ. First, we tested the effects of TMZ on glioma cell viability, examining
drug concentrations (125, 250 and 500 uM) at three time points (24h, 48h and 72h).
Cell viabilty was determined by the 3-(4,5)-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay. At 72h and concentration of 250 uM, 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 Eaglchannel blocker) at 2.5 uM, 5 pM and 10 pM or a shRNA
expression vector named pKv10.1-3 (0.2 ug). This vector expresses short-hairpin RNA
(shRNA) targeting the Eagl 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 uM or by pKv10.1-3 (0.2 pg) in association with TMZ 250 uM,
at 72 hours. The vector pKv10.1-3 increased the effect of TMZ on glioma cells (77.2%
vs. 47.9%). Also, the Eagl inhibition by atemizole (5 uM) or pKv10.1-3 increased the
apoptosis rate caused by TMZ, as determined by flow cytometry. pKv10.1-3 (0.2 ug)
significantly decrease Eagl mRNA content to 0.57 times in comparison with the value
found in pScramble (0,2 ug) control group, as determined by RT-gPCR. Indeed, GBM
cells present a high expression of Eagl protein. The experimental treatments reduced
this protein content, as revealed by immunocytochemistry results. In conclusion, the
results of this study reinforce that Eagl 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 a go-go 1; Eagl; Kv10.1; U-87 MG glioblastoma cell line; RNAI;
temozolomide; astemizole; shRNA; gene therapy.
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1. INTRODUCAO
1.1 Gliomas como tumores do Sistema Nervoso Central

Neoplasias do Sistema Nervoso Central (SNC) sao tumores que afetam o encéfalo
e a medula espinhal. A incidéncia mundial de cancer do SNC chega a apenas 1,9%
(1). Porém, tumores cerebrais apresentam mau progndstico 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 cancer do SNC em homens e 4.130 em
mulheres (1). Aproximadamente 80% dos tumores primarios do SNC sdo gliomas
malignos. Esses tumores cerebrais apresentam maior frequéncia em adultos e estao
entre os tipos mais agressivos de cancer (3,4). Dados estatisticos da Central de
Registros de Tumor Cerebral dos Estados Unidos (CBTRUS) mostram que
glioblastomas multiformes (GBMs) sédo responsaveis por 54,7% dos casos de cancer
do SNC (Figura 1).

Oligoastrocytic
Tumors
Pilocytic 339 Al Othzea (;:iOmas':
Astrocytoma :
51%

Oligodendrogliomas
5.9 %

Anaplastic
Astrocytoma
6.1%

Glioblastoma

Ependymal Tumors
54.7 %

6.7 %

Glioma Malignant, NOS
73%

Diffuse Astrocytoma
8.9 %

Figura 1. Distribuicao por histologia e tipos de gliomas na populagdo americana nos periodos de 2007-
2011. Ostrom et al., 2014 (3).

Gliomas sao originados a partir das células gliais (astrécitos, oligodendrécitos
ou ependimacitos) (5). Os tipos mais comuns de gliomas se desenvolvem a partir de
astrocitos, originando astrocitomas, e tem sido classificados de acordo com a sua

gravidade, em termos de taxa de crescimento, proliferagcéo e infiltracdo. Assim, s&o
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divididos pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em quatro tipos ou graus,
baseados na aparéncia histol6gica dos tumores (Tabela 1) (6).

Tabela 1 — classificacdo da OMS para os tumores astrociticos

Grau Astrocitoma Caracteristicas
(OMS)
I Astrocitoma Tumores biologicamente benignos de crescimento
pilocitico lento. Maiores chances de cura apdés a remocao
cirdrgica.

Il Astrocitoma difuso Apresenta crescimento e proliferacdo relativamente
baixos. Entretanto, cresce mais rapidamente do que o
astrocitoma pilocitico (Grau 1). Ha possibilidade de
invasdo para o tecido cerebral ap6s a remocao

cirurgica, podendo ocorrer recidivas.

1] Astrocitoma Crescimento mais rapido, com tendéncia de progredir
anapléasico para o grau IV. Demonstra proliferacdo celular alta, e
suas lesbes invadem o tecido normal. Ha recidivas

apoés o tratamento.

v Glioblastoma Apresenta 0 maior grau de malignidade. Trata-se do
Multiforme (GBM) glioma mais agressivo, com alto potencial proliferativo.

As células de GBM, quando observadas em

microscopio, possuem varias alteracbes na sua

morfologia. Regies 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 o0 mais comum
dos tumores malignos cerebrais e caracteriza-se por apresentar capacidade de

invasao e infiltracdo para o tecido cerebral circundante (7).



16

Os GBMs séao classificados em primarios (de novo) ou secundarios. GBMs
primarios sdo tumores que se desenvolvem sem evidéncia clinica, radioldgica, ou
histopatolégica de uma lesdo precursora. Seu crescimento € rapido e de forma muito
agressiva. Ocorrem em pacientes com idade média de 62 anos. Quanto ao GBM
secundério, este se desenvolve mais lentamente pela progressédo de astrocitomas
preexistentes de baixo grau (astrocitomas difusos ou astrocitomas anaplasicos).
Geralmente ocorrem em pacientes mais jovens, com idade média de 45 anos. A
sobrevida dos individuos com esse tipo de cancer é curta, entre 12 a 15 meses, e

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

O crescimento tumoral dos GBMs geralmente localiza-se na substancia branca
dos hemisférios cerebrais. Como caracteristica macroscopica, 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 mitética acelerada (11,12,14).

Figura 2. Imagem de ressonancia magnética de um paciente com GBM, demonstrando formato em
“asas de borboleta”. Por¢ao coronal (A) e corte axial (B). Ha o envolvimento adjacente de ambos os
hemisférios; o tumor esta invadindo a regido do joelho do corpo caloso, indicado pela seta. Adaptado
de Dziurzynski et al., 2012 (13).
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1.3 Tratamento

O padrdo 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
comparacao com 12,2 meses para 0s pacientes tratados somente com radioterapia
(15).

A especialidade farmacéutica contendo o principio ativo da temozolomida
denomina-se Temodal® (Schering-Plough, EUA). Trata-se de um agente de metilagédo
do DNA, da classe Triazeno. Seu mecanismo de acao ocorre por meio da alquilacéo
do DNA nas posicées O° e N’ da guanina e N® da adenina (16). Reduzem, assim, a
proliferacdo de células tumorais. Esse antineoplasico € uma substancia lipofilica de
peso molecular baixo (194.15 g/mol), sendo bem absorvido por via oral. Além disso, a
TMZ atravessa a barreira hematoencefalica (BHE), alcancando os tumores cerebrais
(17,18).

Embora o tratamento concomitante de TMZ com radioterapia aumente a
expectativa de vida do paciente, os efeitos do farmaco séo limitados. O processo de
metilacdo do DNA, por exemplo, pode ser um evento sem sucesso, devido aos
mecanismos de reparos que as células possuem, surgindo resisténcia ao tratamento
com TMZ (19). Esta limitacdo terapéutica ressalta a necessidade de identificacdo de

novos alvos moleculares para o desenvolvimento de tratamentos mais eficazes.

1.4 Canais de potassio e cancer

Canais ibnicos sao proteinas presentes na membrana plasmatica celular, com
papel importante para o funcionamento e homeostase das células. Participam, assim,
de mecanismos especificos de fluxo de ions (Na*, K*, Ca?*, Cl) através da bicamada
lipidica (20).

Ao longo dos ultimos anos, pesquisas tém revelado a participacdo de canais
ibnicos em varios processos biologicos das células tumorais, tais como ciclo celular,
volume citoplasmatico, proliferacdo, migracdo e sobrevivéncia em condi¢cbes de
hipoxia (21,22,23). Alteracdes na regulacdo do ciclo celular resultam em proliferacéo
descontrolada das células e conferem resisténcia a apoptose, fatores que contribuem
ao desenvolvimento do cancer (24). A atividade de transporte de ions pode contribuir,

também, para a invasao e migracao celular, pois influencia o formato e volume das
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células tumorais, facilitando a tumorigénese de GBM para a érea sadia, por meio do
espaco extracelular sinuoso do tecido cerebral (25,26). Por essas razdes, canais
ibnicos podem contribuir para a proliferacdo acentuada das células de glioblastoma.
Diferentes canais de K* foram implicados no controle da progressao do ciclo celular e
mostraram variacdes no ciclo, sejam em expresséo ou atividade (27,28).

Entre os vérios tipos de canais de K* descritos até o momento, o Eagl
apresenta importancia peculiar em favorecer a progressao tumoral. Alteracfes na sua
atividade e/ou na expressdo podem modificar o transporte de ions potassio na
membrana, interferindo na manutencdo da homeostase de oxigénio, aumentando a
atividade de fator induzido por hipoxia 1 (HIF-1) e também o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) do tumor. Finalmente, sua hiperexpressao atribui as
células caracteristicas de neoplasia (29,30,31). Além disso, é consenso que o canal

Eagl é alvo promissor para o tratamento do cancer.

1.5 Canal Eagl (Kv10.1)

O primeiro gene de Eagl humano (hEagl) foi clonado a partir de mioblastos
em cultura, sendo localizado no cromossomo 1g32-41. Oficialmente denominado de
Kv10.1 (Tabela 2), pela Unido Internacional de Farmacologia Basica e Clinica
(IUPHAR, sigla do inglés International Union of Basic and Clinical Pharmacology).

Eagl é membro da familia de canais de K* dependentes de voltagem (Kv) (32,33).

Tabela 2 — nomenclatura do Eagl de acordo com a Unido Internacional de Farmacologia Basica e

Clinica
Nomenclatura IUPHAR Nome do gene humano Nome comum
Kv10.1 KCNH1 eagl, ether a go-go

Os canais de K* dependentes de voltagem, sdo constituidos por estrutura tetrameérica.
Cada uma destas quatro a-subunidades € composta por seis dominios
transmembrana (S1-S6). A regido do poro (P) esté localizada entre os dominios S5 e
S6. Possuem regides amino (N) e carboxila (C) terminais localizadas no citoplasma.
O terminal N consiste de um dominio per-Arnt-Sim (PAS), um sensor de hipoxia. Este

sensor contribui para a ativacdo do fator HIFla (hypoxia-inducible factor 1a),
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resultando em angiogénese e favorecendo o crescimento de células tumorais em um
ambiente hipoxico (30). JA& o terminal C conttm um dominio de ligacdo de
nucleotideos ciclicos (cNBD, cyclic nucleotide-binding domain), que esta envolvido na

expressao funcional dos canais de K* dependentes de voltagem (Figura 3) (34,35).

S2
S3s4 S1
S5 S6

PAS

cNBD

Figura 3. Desenho esquemaético da estrutura do canal Kv10.1. (A) a-subunidades compostas por 6
dominios que atravessam a membrana plasmatica (S1-S6). (B) estrutura composta por 4 a-
subunidades e regido do poro (P). Modificado de Schwarz & Bauer, 1999 (34).

O potencial tumorigénico de Eagl foi descrito pela primeira vez em 1999 por Pardo e
colaboradores, com a descoberta de que a inibicdo da expresséo de Kv10.1 reduzia a
proliferacdo em varias linhagens celulares de cancer (36). O canal Eagl também foi
detectado em aproximadamente 70% das biopsias de tumores humanos de diversas
origens (37,38).

Quanto ao glioma, objeto do presente trabalho, pesquisas revelam que Eagl
esta hiperexpresso em gliomas de pacientes, de diferentes subtipos e graus de
malignidade (3939). Nenhum trabalho, entretanto, avaliou o papel de Eagl na

viabilidade de células tumorais de glioma tratadas com temozolomida.

1.6 Abordagens parainibir o canal Eagl no cancer

Acerca da participacdo oncogénica do Eagl, varios tratamentos tém sido
realizados para reduzir a proliferagao celular (in vitro) ou o desenvolvimento tumoral
(in vivo). O canal Eagl pode ser inibido por imipramina ou astemizol (40), mediante o
uso de anticorpos (41) e também por terapia génica baseada em interferéncia de RNA
(RNAI) (4242).
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O antidepressivo triciclico imipramina e o anti-histaminico astemizol foram
usados para bloquear atividades eletrofisiolégicas de Eagl, sendo que o tratamento
com estes farmacos resultou na reducao significativa da taxa de proliferacédo celular
em cancer de mama e melanomas (40,43,44,45). No entanto, ambos os farmacos séo
inespecificos e ndo seletivos para Eagl (46), podendo ainda causar efeitos colaterais.
Além disso, apresentam limitacdes de acesso ao SNC, o que limita 0 seu emprego no
tratamento do glioma.

O primeiro anticorpo monoclonal contra Eagl (mAb56) foi projetado e testado
por Pardo e colaboradores em 2007 (41). O grupo encontrou reducao de corrente de
ions K*do canal Eagl em células isoladas e ndo observou qualquer reducéo sobre 0s
canais Eag2 e hERG. Houve inibicdo do crescimento de células com base em
diferentes linhagens tumorais humanas de diversas origens. Porém, o anticorpo anti-
Eagl nédo foi eficaz em todas as linhagens celulares testadas (41,47,48).

A interferéncia de RNA (RNAI) é uma estratégia de degradacéao parcial ou total
de um RNA mensageiro (RNAm) alvo, por meio de curtas sequéncias de nucleotideos.
Como resultado, ocorreu reducéo do contetdo da proteina de interesse, tanto in vitro
como in vivo. O tratamento com siRNAs (do inglés small interfering RNA), direcionados
a Eagl, resultou na redugéo do nivel celular de RNAm e da proliferacdo em linhagens
de células de cancer, tais como glioblastoma multiforme (U-138 MG),
rabdomiossarcoma (TE-671, A204), fibrosarcoma (HT1080, Hs633t), caAncer de mama
(MCF-7, MDA-MB435S), melanoma (IGR39, IPC298), cancer de colo do utero (HelLa),
neuroblastoma (SH-SY5Y) e meduloblastoma (Daoy) (49,50). Esses estudos reforcam
a nocao de que Eagl € um alvo importante para a terapia do cancer e o silenciamento
por RNAI é estratégia viavel. Medicamentos a base de RNAI para terapia do cancer ja
estdo em testes clinicos e podem tornar-se tratamentos aprovados nos préximos anos
(51).

O silenciamento génico da expressao do Eagl pelo uso de shRNAs (do inglés
short hairpin RNA) inibiu a formacdo e proliferacdo de coldnias de células de
osteossarcoma (MG-63), reduzindo a taxa de crescimento e progressao do ciclo
celular. Nos experimentos in vivo, mostrou inibicdo do crescimento do tumor de
osteossarcoma no modelo de xenoenxerto em camundongo nude (52). Interferéncia
de RNA por vetor de expressdo shRNA € o objeto do atual estudo. Nosso grupo
desenvolveu um vetor plasmidial capaz de expressar shRNAs, que tem como alvo o

RNAmM de Eagl, chamado pKv10.1-3. Em estudo anterior, este vetor de expressao
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reduziu a viabilidade das células de glioma e potencializou efeitos do interferon-gama
(49). Dessa forma, o silenciamento da expressdo dos canais de Eagl pode ser
potencialmente usado em conjunto com agentes quimioterapicos para o tratamento
do GBM.

1.7 Silenciamento génico via vetor de expressao de short hairpin RNA (ShRNA)

Entre as abordagens para a terapéutica do cancer, encontra-se a terapia génica
baseada em interferéncia de RNA (RNAI do inglés RNA interfering), processo que
regula os niveis de determinado RNAmM. Essa metodologia ja foi utilizada com sucesso
para silenciar genes em células neuronais, em tumores neoplasicos intracranianos e
modelos de doencgas degenerativas (42,53). A RNAi € um mecanismo conservado
durante a evolucdo das espécies para defender os organismos contra virus,
eliminando produtos de transcricdes anémalas e transposons. A molécula-alvo dessa
regulacdo € o RNA mensageiro (RNAm). Portanto, o silenciamento génico ocorre em
nivel pos-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 sdo capazes de reconhecer sequéncias-alvo presentes em
RNAmM, causando silenciamento génico (54,55). Desde a sua descoberta em 1998,
por Fire e Mello, a interferéncia de RNA (RNAI) tem sido uma metodologia de interesse
para pesquisa e desenvolvimento tecnoldgico (56,57).

O mecanismo de silenciamento génico pode ser causado por microRNAs
endogenos (MiRNA) ou mediante moléculas exégenas sintetizadas quimicamente.
Neste caso podem ser RNAs curtos de interferéncia (sSiRNA, Small interfering RNA)
ou vetores de expressdo de grampos curtos de RNA (shRNA) (58,59).

O termo short hairpin (ShRNA) refere-se a sequéncias curtas de RNA que tem
a forma de um pequeno grampo de cabelo. O vetor de expressdo de shRNA é
incorporado na célula e a sequéncia de interesse é transcrita no nucleo, pela
maquinaria da célula, por meio da RNA polimerase Ill e de promotores préprios,
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 Il 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 sequéncias sense (passenger strand) e

antisense (guide strand). Os siRNAs associam-se a proteinas citoplasmaticas para
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formar o complexo RISC (RNA Induced Silencing Complex). Proteinas da familia
Argonauta sdo o principal componente do complexo RISC. Nessa familia, a proteina
Argonauta 2 € a Unica que contém atividade endonuclease necessaria para abrir a
dupla fita dos siRNAs e eliminar a fita sense. A fita antisense remanescente guiara o
complexo RISC até o RNAm para o processo de degradacdo, resultando no
silenciamento do gene, como mostrado esquematicamente na Figura 4
(60,61,62,63,64,65).
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Figura 4. Mecanismos de silenciamento génico por vetor de expressao de shRNA. O vetor plasmidial é
transfectado na célula por meio de lipossoma catidnico. Uma vez no nucleo, os shRNAs sé&o transcritos
e exportados para o citoplasma pela proteina exportina-5, onde sofrem clivagem pela enzima Dicer. Os
fragmentos gerados na clivagem, os siRNAs, s&o incorporados no RISC, resultando na degradacgéo do
RNAm alvo. Adaptado de Hajeri et al, 2009 (63).
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

A presente dissertacao objetivou avaliar o papel do canal de potassio Eagl na biologia
de células de glioblastoma multiforme, bem como os efeitos do seu silenciamento

durante a injuria por temozolomida.

2.2 Especificos

i. Avaliar o papel de Eagl na viabilidade das células U-87 MG de glioma, mediante
blogueio farmacologico com astemizol ou silenciamento génico pelo vetor pKv10.1-3.
ii. Avaliar se a supressao de Eagl sensibiliza as células de glioblastoma aos efeitos
da temozolomida.

iii. Correlacionar alteragdes do conteudo de RNAm de Eagl com efeitos do pKv10.1-

3 em células tratadas com TMZ.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Linhagem celular e condig¢des 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 esta apresentada na Figura 5.

Low Density Scale Bar = 100pm

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).

As células foram mantidas em meio de cultura Dulbecco’s Modified Medium +
F12 (DMEM/F12 GIBCO™), suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado
(SBF) e 1% de Glutamax™ (GIBCO™). Além disso, receberam 1% de solucéo
antibiética/antimicética (Sigma-Aldrish™), contendo 100 mg/mL de estreptomicina e
100 U/mL de penicilina. Os cultivos foram mantidos em estufa (Thermo Scientific
REVCO™), com atmosfera Umida a 37° C e 5% de CO2. Para o acompanhamento da
taxa de crescimento, usou-se microscopio invertido (Eclipse TS100-F, Nikon). Cultivos
celulares com 60% a 70% de confluéncia foram submetidos a passagens (repiques).
Assim, foram lavados com Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline (DPBS — GIBCO™),

sendo o0s repiques realizados por método enzimatico, utilizando-se solugdo de
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Tripsina/EDTA 0,25% (Gibco™), durante 3 minutos a 37° C, seguido por lavagens com
DPBS. A quantificacdo do numero de células foi realizada com o auxilio de uma
Camara de Neubauer, utilizando-se o corante Azul de Tripan (GIBCO™). O
detalhamento dessa metodologia esta apresentado no procedimento operacional
padrdo (POP), desenvolvido pelo Laboratério de Tecnologias para Terapia Génica
(Anexo A — POP 43.1).

3.2 Preparo dos farmacos

O presente trabalho utilizou os farmacos temozolomida (TMZ) (Orion
Corporation, Turku, Finlandia, peso molecular 194,15) e astemizol (Sigma-Aldrich,
Madri, Espanha, peso molecular 458,57). Quanto a diluicdo inicial de TMZ, cinco
miligramas do farmaco foram dissolvidos em dimetilsulféxido (DMSO), obtendo-se
solucéo concentrada em estoque de 50 mM. Posteriormente, o farmaco foi dissolvido
em DPBS para a solucéo de trabalho nos ensaios experimentais, sendo armazenado
a -20° C. Quanto ao astemizol, este foi dissolvido em DMSO, obtendo-se solucéo
estoque 2 mM. O farmaco foi armazenado a -20° C. A concentracao final de DMSO,
no meio de cultura, ndo excedeu 0,01%. Portanto, n&o influenciou a viabilidade celular,

conforme dados de experimentos preliminares.

3.3 Vetor de expressédo de shRNA e transfeccgéo celular

Neste trabalho utilizaram-se dois vetores de expressdo shRNA. O primeiro,
denominado pKv10.1-3, para expressar grampos curtos de RNA (shRNA)
direcionados a sequéncia de RNAmM de Eagl 5'-GTCCACTTGGTCCATGTCCAG-3..
O segundo vetor, pScramble, foi utilizado como controle negativo por expressar
sequéncia nonsense (49). Ambos vetores de expressdo de shRNAs foram
desenhados para clonagem no plasmideo pSilencer™ 3.1-H1 (Applied Biosystems,
Carlsbad, EUA). O isolamento e purificacdo dos plasmideos foram realizados
utilizando-se kit comercial EndoFree® Plasmid Mega kit (QIAGEN, Hilden, Alemanha),

seguindo as recomendacdes do fabricante.
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Para transfecgéao celular, os plasmideos de shRNAs (0.2ug) foram estruturados
em lipossomas catiénicos (Lipofectamine 2000™, Invitrogen, Carlsbad, EUA) e meio
Opti-MEM (Invitrogen, California, EUA), de acordo com as orientacfes do fabricante.
Os ensaios foram realizados em triplicatas. As condicbes de densidade celular e
tempo pos-transfeccdo estdo descritas a seguir, de acordo com 0s 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 enzimatica mitocondrial das células viaveis, ou seja, 0 método baseia-se na
habilidade das células metabolicamente ativas de reduzirem os sais de tetrazolium
(coloracdo amarela) ao produto formazan (cor puarpura). Resumidamente, 10.000
células foram cultivadas em placas de 96 pocos. Apds cada tratamento experimental,
as células foram incubadas com 15 pyL 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
poco, 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 absorbancia a 595 nm. Todos os ensaios foram realizados
em triplicata, sendo calculadas as médias dos valores de absorbéncia de cada
tratamento. O grupo sem tratamento (Mock) foi arbitrariamente definido como 100%
de viabilidade, para fins de comparacéo. As condi¢gbes experimentais para o método

de MTT estdo descritas no apéndice e nas legendas das figuras (Apéndice A).

3.5 Determinacao da apoptose celular por citometria de fluxo

A deteccéo de apoptose celular foi realizada mediante kit comercial com uma
combinagado de Anexina V conjugada com FITC e lodeto de Propideo (PI) (Invitrogen,
California, EUA). Para esse experimento, as células foram cultivadas em placas de 12
pocos contendo 1x10° células/poco. Os grupos foram entédo incubados com 5 pL de
Annexin V/FITC e 10 pL de iodeto de propidio, por dez minutos. As células mortas

apresentam-se permeaveis ao iodeto de propidio, que ira ligar-se aos acidos nucleicos
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e marca-los de vermelho, fato que ndo ocorrera com as células viaveis e com as
células em apoptose. Ja as células apoptéticas ficardo coradas de verde fluorescente,
enquanto as células vivas apresentardo pouca ou nenhuma fluorescéncia.

As condicdes experimentais para o teste de apoptose foram definidas com base
nos resultados obtidos dos ensaios de MTT, conforme descrito anteriormente.
Portanto, 72h ap0s tratamentos com temozolomida, astemizol ou transfeccdo do
pKv10.1-3, foi realizada a deteccdo de apoptose na linhagem U-87 MG. Analisaram-
se 10.000 eventos em trés experimentos independentes. As amostras foram
analisadas em citémetro de fluxo (FACSVerse™, BD Biosciences, Nova Jersey, EUA),

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

3.6 Quantificacdo de RNAm de Eagl por RT-gPCR

Células da linhagem U-87 MG foram cultivadas em placas de seis po¢cos com
densidade de 6x10°. Os ensaios foram realizados em triplicata, conduzidos no ponto
temporal de 72 horas. Foram organizados cinco grupos experimentais: (i) Mock
(células sem tratamento); (i) TMZ 250 uM; (iii) pKv10.1-3; (iv) pScramble (controle
negativo) e; (v) pKv10.1-3 + TMZ 250 pM. Apoés 24 horas de plaqueamento e adeséo
celular todos os grupos experimentaisforam mantidos em meio de cultura Opti-MEM.
Os gruposiiii, iv e v foram transfectados com o vetor de expressao pKv10.1-3 (0,2 ug),
pScramble (0,2 pg), ou pKv10.1-3 (0,2 pg), respectivamente, estruturados em
Lipofectamina 2000, conforme descrito no item 3.3. Apds seis horas de transfeccéo,
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 a extracdo do RNA total, conforme descrito a seguir.

3.7 Extracéo de RNA total

A extracdo de RNA dos grupos experimentais foi realizada utilizando-se o kit
comercial RNeasy Spin Columns Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Alemanha), com base nas
instrucdes do fabricante. Apos o ultimo procedimento, o RNA foi eluido em 30 a 50 pl
de agua livre de RNAses. Finalmente, as amostras foram estocadas a -70° C até o

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

Apos a extracao, as amostras de RNA foram submetidas a eletroforese em gel
de agarose 1% em tampao TBE 1X, preparado a partir de solucéo estoque de TBE
10X e brometo de etidio 0,5 ug/mL. A eletroforese foi realizada a 80 V em tampéao TBE
1X. O padréo de migrag&o do RNA foi visualizado em transiluminador UV e fotografado
digitalmente, utilizando-se o Sistema Digimage Compacto (Major Science, California,
EUA).

3.9 Quantificagdo do RNA total

O RNA foi quantificado por fluorimetria, utilizando-se o0 equipamento Qubit

(Invitrogen, Califérnia, EUA).

3.10 Transcricéo reversa (RT) para sintese do DNA complementar

A sintese 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® Il First-Strand Synthesis
System for RT-PCR (Invitrogen, Califérnia, EUA), seguindo as instrucbes do
fabricante. Apds a transcricdo reversa, as amostras de cDNA foram mantidas na

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

3.11 Amplificagao e quantificagdo de alvos por qPCR

A reacao de PCR em tempo real utilizou primers especificos para a sequéncia
do RNA mensageiro de Eagl humano e primers para o controle enddégeno. Os primers
forward e reverse para Eag1 foram 5-TTGGAGATGTGTTCTGGAAGGAA-3’ e 5'-
AGGGCATCCCGCTTGATC-3, respectivamente (67). Para o gene enddgeno
(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 reacao foi realizada em termociclador QuantStudio™ 12K Flex Real-Time
PCR Systhem (Applied Biosystems™, Califérnia, EUA). Os produtos de amplificacéo

foram detectados por meio do corante fluorescente intercalante Fast SYBR Green
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(Applied Biosystems, California, USA). O volume final para cada reagao foi de 10 pL,
incluindo 5,0 de Fast SYBR Green de master mix, 2,0 yL de cDNA, 0,4 uL de cada
primer sense e antisense (10 pmol/uL) e agua milli-Q q.s.p. 10 pL. As condigbes da
PCR foram 95 °C por 5 minutos (desnaturacao inicial) seguidos de 40 ciclos de 95 °C
por 60 segundos (desnaturagéo) e 60 °C por 60 segundos (anelamento e extensao).
Cada amostra foi realizada em triplicata e o ensaio incluiu um controle negativo (non-
template) para RT. O método de quantificacdo relativa (AACt) foi utilizado para

expressar os efeitos de RNAi no contetdo do RNAmM de Eagl (69).

3.12 Andlise da expressao de Eagl por imunofluorescéncia

Para avaliacdo de expressdo de Eagl, células U-87 MG foram cultivadas em
placas de 24 pogos sobre laminulas circulares de vidro, contendo 1x10° células/poco.
Apods 72h de tratamento, foram fixadas com 250 pL de paraformaldeido (PFA 4%) por
15 minutos e permeabilizadas com 10% de Triton X-100 em PBS, por 10 minutos.
LigacBes nao especificas foram blogueadas com 5% de soro equino em PBS, por 1
hora. Foi utilizado o anticorpo monoclonal anti-Eagl.62.mAb (41). Esse anticorpo
primario (1 pg/ mL) foi diluido 1:1000 e incubado overnight a 4 °C. Como anticorpo
secundario, utilizou-se Alexa Fluor® 488 anti-rato marcado com anticorpo de 1gG
(1:2000, Molecular Probes, Oregon, USA). Esse anticorpo foi diluido 1:1000 e
incubado no escuro por 1 hora, em temperatura ambiente (0,2mL/poc¢o). O ndcleo da
célula foi marcado com corante Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich, Madri, Espanha), por
cinco minutos. As laminas foram montadas e observadas em microscopio de
fluorescéncia (Leica DM2000, Wetzlar, Alemanha), equipado com camera digital
(Leica DFC310 FX, Wetzlar, Alemanha). Cada condi¢cao experimental foi realizada em

triplicata, em trés experimentos independentes.

3.13 Anédlise estatistica

Os resultados experimentais foram submetidos a analise estatistica mediante
0 uso do programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), versao 20.
Foram expressos como média + erro padrao da média (EPM). Utilizou-se a andlise de
variancia one-way (ANOVA), seguida do teste Tukey, para testar as diferencas entre
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grupos. Diferencas entre pares de grupos foram analisadas pelo teste t de Student. O
nivel de significancia estatistico 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 farmaco TMZ sobre a viabilidade de células de glioblastoma, por meio da técnica
de MTT. TMZ causou diminuicdo dose-dependente na viabilidade celular nos trés
periodos de tempo examinados de 24, 48 e 72 horas (Figuras 6 A-C). A intensidade
da injuria celular variou de acordo com as concentracdes de TMZ e o periodo de
tratamento. Na concentracdo de 125 puM, o farmaco reduziu a viabilidade celular para
os valores de 91%, 87% e 89% durante os periodos de tempo de 24h, 48h e 72h,
respectivamente (Figura 6 D). Células tratadas com TMZ 250 pM também
apresentaram reducdo na sua viabilidade, e a diferenca foi significativa para os
tempos de 24h e 72h (84% versus 54%) (Figura 6 D; p<0,05). Na maior concentragdo
avaliada, TMZ 500 uM, também houve efeito tempo-dependente. A viabilidade celular
variou de 59% a 13% entre os periodos 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 as doses crescentes de TMZ (Figuras 6 C versus A e B). A concentracdo de 250
MM do farmaco diminuiu a viabilidade das células para um valor proximo de 50%.
Assim, foi escolhida essa condicdo para os testes seguintes sobre o papel do Eagl

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 concentra¢des
de 125 uM, 250 uM e 500 uM foram medidos nos pontos temporais de 24h (A), 48h (B) e 72h (B). Em
(D) estéo descritos os efeitos da TMZ em diferentes concentragdes (125, 250 e 500 uM), durante os
periodos de incubacgédo 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 absorbancia
observados no grupo controle nédo tratado (Mock). Foram expressos como média + erro padrdo da
média (EPM) e submetidos a andlise de variancia one-way (ANOVA), seguido do pos-teste de Tukey.
Em A, BeC, p <0,05, * TMZ 125 puM versus TMZ 250 e 500 pM; ** TMZ 250 uM versus 125 e 500 uM,
e *** TMZ 500 uM versus 125 e 250 uM. Em D, p <0,05, * 24 horas versus 72 horas, em relagdo a
concentragcao de TMZ 250 uM; # 24 horas versus 48 e 72 horas, em relacdo a concentracdo de TMZ
500 uM; # # 48 horas versus 24 e 72 horas em relagdo a concentracdo de TMZ 500 uM; # # # 72 horas

versus 24 e 48 horas em relagdo a concentragcdo de TMZ 500 uM.
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4.2 Reducéo da viabilidade de células de glioma causada por astemizol ou
pKv10.1-3

No periodo de 24h, as células tratadas com astemizol 2,5, 5 ou 10 uM
apresentaram reducdo de viabilidade dose-dependente, de 23%, 57% e 85%,
respectivamente (Figura 7 A). Nas mesmas concentracdes, o farmaco também
provocou efeito dose-dependente no periodo de 48h de incubacao, para valores que
variaram entre 42% e 93% em relacdo 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 uM, 5 pM e 10 pM (Figura 7 C).

O silenciamento génico de Eagl, mediante transfec¢cdo com pKv10.1-3 (0,2 ug),
também afetou a viabilidade de células de glioma. Células transfectadas com esse
vetor apresentaram reducdo de viabilidade celular nos trés tempos de tratamentos
examinados. Os valores atingiram 47%, 35% e 40%, ap0s 24, 48 e 72h de transfeccao,
respectivamente (Figuras 7 D-F). O grupo controle transfectado com lipofectamina
também apresentou diminuicdo 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 Eagl
contribuiu para a viabilidade das células de glioma.
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Figura 7. Efeitos de astemizol (ATZ 2,5 uM, 5 uM e 10 uM) e pKv10.1-3 (0,2 ug) 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
estdo representados por percentagem com base nos valores encontrados no grupo controle (Mock),
expressos como média * erro padrdo da média (EPM) e submetidos a analise de variancia one-way
(ANOVA) seguido do pos-teste de Tukey. Em A, B e C, p <0,05, * ATZ 2,5 uM versus ATZ 5 e 10 pM;
*»* ATZ 5 pM versus 2, 5 e 10 yM e *** ATZ 10 pM versus 2,5e 5 uM. Em D, E, F, p <0,05, # pKv10.1-
3 versus controle Lipofectamina.

4.3 Supressao de Eagl por astemizol ou pK10.1-3 potencializa os efeitos da TMZ

Neste ensaio avaliaram-se os efeitos da supressao do canal Eagl sobre a
injuria causada por TMZ na linhagem celular de glioma. Os grupos experimentais pré-
tratados com o bloqueador do canal de Eagl astemizol ou pKv10.1-3 mostraram maior
resposta a TMZ, segundo resultados de MTT.

O tratamento com astemizol 5 pM resultou em 58,2% de redugcao de
viabilidade celular. J& 0 o grupo tratado com temozolomida 250 uM apresentou
reducado de 46% na viabilidade dos gliomas (Figura 8 A). A combinacéo de astemizol
e TMZ provocou reducéo de 76,8% na viabilidade celular (Figura 8 A; p <0,05).

O silenciamento de Eagl pelo vetor pKv10.1-3 (0,2 pg), em células de
glioma, potencializou os efeitos da TMZ (Figura 8 B). A associa¢cdo de pKv10.1-3 e
TMZ 250 uM 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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viabilidade das células U-87 MG. A representacdo esquematica do procedimento experimental esta
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apresentada na parte superior de cada grafico. Viabilidade celular de células de glioma sob bloqueio
farmacoldgico de Eagl, em associa¢do com TMZ, esta descrita em (A). A viabilidade das células de
glioma, ap6s transfecgdo de pKv10.1-3 em combinagdo 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 estdo representados por percentagem com base nos
valores encontrados no grupo controle (Mock), expressos como média + erro padrao da média (EPM).
*p<0,05 (ANOVA oneway seguido do teste de Tukey).

4.4 Analise morfolégica de células de glioma apds tratamentos experimentais

A analise morfolégica de células da linhagem U-87 MG, por microscopia Optica,
submetidas aos tratamentos com TMZ, ATZ, pKv ou associacdes, revelou que a
supresséao de Eagl por ATZ 5 uM ou pKv10.1-3, associada a TMZ, causou alteracdes
morfolégicas. Essas alteracfes incluem diminuicdo no comprimento (encolhimento
celular), baixa aderéncia, formas redondas e flutuantes, caracteristicas morfoldgicas
gue sugerem fendtipo apoptético e morte celular, como revelado por microscopia de

campo claro (Figura 9).

MOCK TMZ 250 M

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

astemizol ou vetor pKv10.1-3, isolados ou em combinacdo. As imagens foram capturados 72 horas
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apos os tratamentos e adquiridas por microscépio invertido de luz (Eclipse TS100-F, Nikon). Ampliagao
original 20x.

4.5 Apoptose celular determinada por citometria de fluxo

O ensaio experimental mediante marcagéo celular com Anexina V e lodeto de
propidio (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+/ Pl-) e a apoptose tardia (Anexina V+ / Pl+) estéo representadas
nos quadrantes Q4 e Q2, respectivamente. A supressdo de Eagl aumentou o perfil
apoptoético (Q4 + Q2) provocado por temozolomida (Figura 10 H). O bloqueio
farmacoldgico de Eagl 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 Eagl 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. Determinacdo de apoptose em células da linhagem U-87 MG de glioblastoma. Os grupos
experimentais foram analisados por citometria de fluxo, com marcac¢des por Anexina V / iodeto de
propidio (PI), apds supressao de Eagl por astemizol ou pKv10.1-3 em células expostas a TMZ. Graficos
representativos mostrando a distribuicao das células marcadas por anexina V e por Pl (A-G). O eixo X
indica a fluorescéncia de Pl detectado em 617 nm e o eixo Y indica a fluorescéncia da anexina V-FITC
detectada a 488 nm. Os quadrantes (Q3) indicam as células viaveis, enquanto quadrantes (Q1) indicam
células necréticas. Os quadrantes (Q2) indicam células em apoptose tardia, j& os quadrantes (Q4)
indicam células em apoptose precoce. Grafico 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 numero total de células. Os experimentos foram realizados em triplicatas, em trés
ensaios independentes (n=3) expressos como média + erro padrdo da média (EPM). *p<0,05 (ANOVA
oneway seguido do teste de Tukey).
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4.6 Expressdo de Eagl em células de glioma tratadas com TMZ e efeitos da
transfec¢cdo com pKv10.1-3

1 Eletroforese em gel de agarose

A integridade de cada amostra de RNA extraido foi satisfatoria. Ndo houve
presenca de rastro de degradacdo na eletroforese, sendo possivel visualizar as
bandas de RNA ribossomal 18S e 28S (Figura 11).

Figura 11. Andlise de RNA total por eletroforese em gel de agarose. As setas indicam as bandas
correspondentes aos RNAs ribossomais 28S e 18S. Os numeros nas canaletas referem-se aos
seguintes tratamentos: (1) Mock, (2) pScramble, (3) pKv10.1-3, (4) TMZ 250 pM e (5) pKv10.1-3 +
TMZ 250 pM.

2 Quantificacdo do conteido de RNAm de Eagl por RT-qPCR

A técnica de RT-gPCR revelou o conteudo relativo de RNAm de Eagl em
células de gliomas tratadas com temozolomida. Verificou-se que TMZ 250 uM causa
diminuicdo de 0,78 vezes no conteudo relativo de Eagl apos 72h de tratamento
(Figura 12 A). O vetor pKv10.1-3 (0,2 pg) também reduziu o conteudo de Eagl. As
células transfectadas apresentaram diminui¢cdo de 0,57 vezes no teor de RNAm de
Eagl em comparagdo com o grupo controle negativo pScramble (0,2 pg), 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 conteudo de
RNAm do alvo, de 0,78 vezes (TMZ 250 uM) para 0,31 vezes (pKv10.1-3 + TMZ 250
UM), no periodo de 72h, como mostra a Figura 12 C; p <0,05).
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Figura 12. Reducédo do conteldo relativo do RNAm de Eagl em células U-87 MG tratadas por TMZ,
pKv10.1-3, ou ambos, durante 72 horas. O nivel de RNAm de Eagl em células de glioma tratadas por
TMZ 250 uM esté representado em (A). Efeitos de pKv10.1-3 sobre RNAm de Eagl em comparacao
com o controle negativo pScramble (sequéncia ndo homdloga) estdo descritos em (B). Associagao de
pKv10.1-3 com temozolomida, mostrando diminuigdo significativa no contetdo de RNAm de Eagl
apresenta-se em (C). Os dados foram normalizados pelo gene controle endégeno PAPOLA. Os
resultados foram determinados por RT-gPCR, em triplicata, em trés ensaios independentes (n=3), sendo
expressos pelo método da quantificacéo relativa (2-22CT), Valores estdo apresentados como média +
erro padrdo da média (EPM). *p<0,05 (ANOVA oneway seguido do teste de Tukey).
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3 Imunocitoquimica para Eagl

A expressao da proteina Eagl em células U-87 MG foi detectada por
imunocitoquimica (Figura 13). As laminas foram analisadas por microscopia de
fluorescéncia. A sobreposicdo das imagens mostra a juncdo de ambas coloracoes,
sejam do corante Hoechst (azul) e da imunodeteccéo de Eagl (fluorescéncia verde).
Esse resultado de imunofluorescéncia mostrou que Eagl € altamente expresso nas
células de glioblastoma humano da linhagem U-87 MG. As células transfectadas com
pKv10.1-3, em tratamento isolado ou associados a TMZ, apresentaram menor

densidade celular, com menor contetdo da proteina Eagl.

Hoechst Anti-Eagl Sobreposiciao

M 0ST ZINL MO0

e 1oradd

N 0ST ZINL + £ 1°01aMd

Figura 13. Imunocitoquimica para Eagl em células da linhagem de glioma humano U-87 MG. Imagens
representativas, mostrando a reducéo da expressdo de Eagl nos grupos tratados com TMZ, pKv10.1-
3 ou associac¢des. Mock (A-C), apés tratamento com TMZ 250 uM (D-F), células apés transfeccao via
pKv10.1-3 (G-I), e células pré-transfectadas com pKv10.1-3 e tratadas com TMZ 250 uM (J-L). As

imagens foram adquiridas por microscopia de fluorescéncia. Barra de escala = 20 um.
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5. DISCUSSAO

O presente trabalho avaliou os efeitos da interferéncia de RNA sobre Eagl em
células de glioma U-87 MG expostas a temozolomida.

Glioblastoma multiforme (glioma de grau IV) € o tipo de tumor cerebral primario
mais prevalente e agressivo. Apesar do progresso no desenvolvimento de técnicas
cirirgicas, da radioterapia e quimioterapia, o tratamento de gliomas malignos é
extremamente dificil e a sobrevida dos pacientes tratados estende-se por apenas
alguns meses (6,7). O tratamento quimioterapico padrdo emprega a TMZ. No entanto,
muitos pacientes com GBM nado respondem a esse agente alquilante ou o tumor
adquire resisténcia. Um mecanismo comum de resisténcia a TMZ surge por aumento
da expressdo da enzima de reparacdo do DNA O° metiltransferase-DNA-metilguanina
(MGMT) (71,72). A descoberta de novos alvos terapéuticos para o tratamento do
glioma constitui demanda urgente da area de oncologia.

Os canais i6nicos desempenham papel fundamental na tumorigénese (22).
Estudos revelam que o fluxo de ions na célula, por meio dos canais idnicos, influencia
o ciclo celular, o crescimento e a prépria apoptose (73). Assim, havendo atividade
desregulada ou elevada expressédo de canais idnicos, pode ocorrer descontrole da
divisdo celular, uma caracteristica classica do cancer (74). Dentre 0s canais ibnicos ja
descritos, destaca-se o canal de K* Eagl como regulador do crescimento celular, do
perfil neoplasico e também da malignidade tumoral (32,36). Diversos tipos de tumores
exibem hiperexpressao de Eagl, incluindo células de cancer de mama (75), tumores
da cabeca e pescoco (76), cancer de célon (77,78), esofago (77), cancer cervical
(79,80), leucemia (81), neuroblastoma (82), melanoma (83), cancer de estbmago (77)
e sarcomas (84). Gliomas também expressam Eagl, independentemente do seu grau
de malignidade (39). Por meio da pesquisa apresentada nesta dissertagéo, confirmou-
se gque as células U-87 MG de glioblastoma em cultura apresentam elevada expresséo
de Eagl e, apoés transfeccdo com o vetor de silenciamento para Eagl, o nimero de
células foi reduzido nas placas. Os resultados corroboraram o papel citado de Eagl
na tumorigénese, destacando o gene como um alvo promissor para a terapia do
cancer. No entanto, como 0s canais de potassio desempenham propriedades
eletrofisioldgicas, a inibicdo da atividade do canal pode causar efeitos adversos. Essa
preocupacdo pode ser avaliada em estudo anterior, realizado em camundongos

nocautes para Eagl (85). Os animais ndo apresentaram alteracdes na embriogénese,
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desenvolvimento cerebral e propriedades elétricas das células Purkinje do cerebelo.
Foram observadas apenas mudancas comportamentais leves, incluindo
hiperatividade em sessdes de atividade espontanea e alteracbes na catalepsia
induzida por haloperidol. Considerando que esses animais (destituidos de canais
ativos) ndo mostraram alterac6es importantes da fisiologia, pode-se considerar que o
Eagl constitui alvo viavel para o tratamento do cancer. Nesse sentido, estudos com
anticorpos monoclonais, siRNAs, astemizol e imipramina confirmaram que a inibicao
de Eagl controla o desenvolvimento do cancer (40,41,50,86). O calcitriol (vitamina
D3) também foi capaz de suprimir a expressédo de Eagl, causando a inibicédo do ciclo
celular em células de tumor mamério (87).

Astemizol é antagonista do receptor histaminérgico H1 e, também, bloqueia o
canal Eagl. Esse farmaco mostrou atividade contra diferentes tipos de cancer,
incluindo o hepatocarcinoma, tumores de mama e células de cancer cervical
(86,88,89). Os resultados da atual pesquisa corroboram esses achados, reforcando o
papel do Eagl no crescimento e proliferacao celular. O astemizol causou diminui¢ao
dose-dependente na viabilidade de células de GBM mantidas durante 24, 48 e 72h
apos o tratamento. A utilizacdo do astemizol para o tratamento de cancer, no entanto,
é dificultada devido a seus efeitos colaterais cardiovasculares (44). O farmaco pode
causar arritmia ventricular; trata-se de feito tdxico raro, porém potencialmente fatal
(90,91).

No que se refere aos tumores cerebrais, 0 potencial terapéutico do astemizol é
prejudicado por uma questdo farmacocinética. Esse anti-histaminico de segunda
geracdo ndo tem capacidade de penetrar a barreira hematoencefalica (BHE), néo
alcancando o tumor cerebral. Curiosamente, essa propriedade farmacocinética é
valiosa para os anti-histaminicos, pois evita sonoléncia ou sedacdo. Nao é desejavel,
entretanto, para os farmacos que precisem alcancar tecidos cerebrais lesionados,
como ocorre nos gliomas (92). A barreira tumoral hematoencefélica (BBTB, blood-
brain tumor barrier) também representa um obstaculo 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 interferéncia sintéticos (SiRNAS)
apresentaram a capacidade de silenciar a expressao de Eagl em varios tipos de

células tumorais (50). Além disso, siRNAs direcionados para Eagl diminuiram o



43

RNAmM de Eagl e o contetdo da proteina, reduzindo o crescimento e proliferacdo de
véarios tipos celulares. Entre os quatro siRNAs testados, aquele denominado de
Kv10.1-3 causou o maior efeito silenciador em Eagl. Esse siRNA tem como alvo a
sequéncia nucleotidica 1793-1813 do RNAmM de Eagl (NM_172362). Utilizou-se a
mesma sequéncia alvo para 0 estudo proposto neste trabalho, a qual foi
“‘engenheirada” para clonagem em vetor de expressdo 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 expressao
também intensificou a injuria por IFN-y em células de glioma (49).

O presente estudo mostrou, principalmente, que pKv10.1-3 sensibiliza células
de glioma aos efeitos da TMZ, quimioterapico de escolha para esse tipo tumoral. O
mesmo efeito foi observado em células tratadas com astemizol, um bloqueador de
Eagl. Além de sensibilizarem as ceélulas a injuria com TMZ, esses tratamentos
causaram, também, mudanc¢as na morfologia celular, para um fenétipo apoptético. Os
resultados de citometria de fluxo confirmaram que houve apoptose celular.
Finalmente, a analise por RT-gPCR mostrou que o vetor pKv10.1-3 potencializa a
reducdo do RNAmM de Eagl causada por TMZ para 0,78 vezes. Ou seja, os efeitos do
vetor sobre a viabilidade celular estdo correlacionados com a diminui¢do do contetdo
de Eagl.

O uso de RNAI para silenciamento de Eagl foi previamente relatado em outras
linhagens celulares de cancer. O emprego de vetor viral que expressa shRNAs para
Eagl, reduziu o crescimento tumoral e angiogénese em osteossarcoma (94). Além
disso, interferéncia de RNA para Eagl sensibilizou células de cancer de ovario aos
efeitos da cisplatina (95). Nenhum trabalho anterior, entretanto, examinou se o
silenciamento do gene Eagl sensibilizaria células de glioma ao quimioterapico TMZ.

O presente estudo revelou que a supressao de Eagl potencializa o efeito do
quimioterapico TMZ em células de glioma. Além de apontar um papel para Eagl na
injaria por TMZ, esse achado também projeta potencial estratégia para a terapéutica

do glioblastoma multiforme.
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6. CONCLUSAO
Os resultados deste trabalho permitem concluir que:

v' 0 canal de potassio Eagl tem papel na viabilidade das células de glioma;

v' a supressdo de Eagl por astemizol ou pKv10.1-3 potencializa os efeitos da
temozolomida em células de glioma,;

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

por apoptose.
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APENDICE A — ENSAIOS DE MTT: GRUPOS E CONDICOES EXPERIMENTAIS

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

Foram utilizadas trés diferentes concentracdes 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 ndo tratadas com TMZ)
[l TMZ 125 pM
11 TMZ 250 pM
\Y; TMZ 500 uM

2. Blogueio farmacoldgico do Eagl com astemizol (ATZ)

Para avaliar a participacao do canal de potassio Eagl sob a viabilidade celular, as
células foram tratadas com o bloqueador farmacol6gico 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 ndo tratadas com ATZ)
[l ATZ 2,5 uM

1 ATZ5puM

\Y ATZ 10 pM

3. Silenciamento génico de Eagl via interferéncia de RNA

A transfeccéo foi realizada conforme descrito em material e métodos, topico 3.3. Usou-
se o vetor de expressao pKv10.1-3 (0,2 pg), avaliando-se a viabilidade por MTT em
trés tempos apos transfeccdo (24, 48 e 72 horas). Os grupos experimentais foram

divididos em trés tratamentos, conforme tabela abaixo.
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Grupo Tratamento

I Mock (células néo transfectadas)
Il Controle lipofectamina

1l pKv10.1-3 (0,2 pg)

4. Efeitos do bloqueio farmacolégico de Eagl com astemizol associado a TMZ e

do silenciamento génico de Eagl apoés injuria com TMZ

Com base nos resultados anteriores de curva dose-resposta e curva temporal,
decidiu-se estabelecer o periodo de 72 horas para os experimentos de viabilidade

celular dos grupos experimentais descritos na tabela abaixo.

Grupo Tratamentos

I Mock (células sem tratamento)

I TMZ 250 uM

11 ATZ 5 uM

v ATZ 5 pM + TMZ 250 uM
Vv Controle lipofectamina
Vi pKv10.1-3 (0,2 ug)

VI pKv10.1-3 + TMZ 250 puM
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APENDICE B — CAPITULO DE E-BOOK

VAI3WTV-30-3Z11L OQdYOIY

sediseq sesludd) g sojuawepuny

AV 1MNO4 10N
VI9010Id

VAIFWTv-30-3Z1L11L OQy¥YII

sediseq sedliud9] 73 sojuswepung

dV 1M04 TON
VIO0 1014




57

:sopnyides sojuinBas sop eysodiuod 9 joogd ossou op | oedas i

‘sasejn)as sewrayoud

Sep opdewio) e 3 04133esudlu yYNY Op 2533l @ “YNQ op ogdedndnp @ owed ‘saudd sop
Jepnoajow eidojoiq ep sedeys SESIAAIP Wa11020 3pUO ‘ajualy e siew oo ‘souuapuajua
eled BLESS3daU 358q BN 3P 35-BJE1] "0SOLNI 3JUSIQUIE 3)5au ejisues) ealjauad oedew
-a0jul € oWl  'seppurdio sewnd|e ap sagduny st ‘sa1e)n|ad sojuawuedwon so weziued
-10 25 00D JapUaju3 joueLny 0di0d Op B)N|22 BLUN JEYSIA SOWEA 0JUSLLOLU 3}53N 'S2J0L
-a3s0d sojnydes Wa Jepioqe sows) anb soodoy sundie ogs ‘owsiuedio op seursjold sep
asa1u)s e esed 0d13puaB oF|Ped Op LINLIA] € €13} P OLUOD 3 'S2Ua3 S0 LWEeZ(|ed0) 3s apuo
Je|njad opsinp e eled 3 epia ep opduanuew e eied e)1aus8 opdewlojul ens e wejn
-diueL SB|NjI3 S 0WED JA0AYU D SOWEA '18)N23)0W e130|0Ig 2P YOOg? 0550U Op 03uo)| oy

0JIL3INID

VId3dLVIN N3S O 3 SVYINT4D SY

| Qy23S

OLCUOCE 'RTEQTOTQ PPTA WD PIZURLID ‘2 CeTRURID ¢

tonripumiere cboryivs exed sestpuy

'OTMITE I
'EPTA TP DISUPTD 'Z 'IVINDITON RTLOTOTE I

§-0-500PL1€-5D-3L6 NEST
‘eyyeabovIaia

‘AOEe :oqu ¥Sec
"9ICT  PITISVIAR -~ CYPTINTY-IP-03IITI
OPATITY / [OOTUQIIDTD OIATI) STITELG SOOTUSPI
¥ 90IduEpUR) : IeInDaTou wibototg
COINITYE ‘eDTMWTY-IP-82ITL LTS M

{d13) owdworrqee we opdwSor P sywuoy

-oeded1qnd e353p 0sn op sopeulduo ‘suaq
no seossad e sepaad no souep sienjuans sod apepijiqesucdsal Janbjenb swnsse opu JoIne O

S-0-50VLT16-SB-BLE NSSI
SEANRIAIN| S3CON]0S BIPILIXIN HOOFD OFSIIA @ BIIUCAD|T OFII0NP]
s043n0 sanbsienb no ogdeaesd ‘'sod
8030 'SOOUEINW “SEIIUONI SOPLEoIdiLe SO1aW SO Walc) stenb welas eppjwsuen no ep
-znpoidal Jas esapod oyne op ojudse Jod einaud oedezuoyne was 'yooga 23sap aped ewnyuan
"B66T/Z0/6T 2P “0T9°6 <u 137 £jad Sopi@ay0id 3 sopeAsasal SOYaIp SO SOPOY

epiaLU|Y-2p-3Z}11 OPIEINY ‘FTOT @



58

WUALOUTAAS DT 1N LTENE SIS A0 I DA GOCULAY OF DpARIpUIINIT O

ank ppyoowy & ank AARI0 {0 0 2 SO IS A OEYEGEN O SEe snb QITULIDT LN 0F SIS sa0ion
W LU SCRDEDA ST (7 S @ b ST DpUSIUTIDS oy ST (T SR STMI e 8F SPoRITg
“DJA B BIG0T FORDBAGY 3P SO0 JONOAT CA0d CROTIRN L LN AP pradun i op gpduraag - f vanByy

‘segdeuacund sajusuagp W
SOIEULIR) Wod SEpEIED SN (g

CUUARIRS WA SENED (R .ﬁ

e T e e

[EE ) ;e

war|d B opexjpduses || N &P 0jETUE GOU OPEZIENE|N 455 apod owoo U n|Ea apep)
I SOIRL WEIPUI BUSGIOSGE S $800| 20 S0IeW "eles N EIDUEGU0SGE A0 ELWI0) EU
‘oujaLgloyoaadss opeulwouap ojuawednba wn wa sops) 0fs sopEy s 50 ‘Epndas
LT " [pIEoyns [AIP] QSR CPELUELYD BIUSA|0S WM LD SIEJSLD S0 JAA0S5IP OLIESSE0BL
a‘eindind oebeiopea Bp apepIsUAIL B JEIYNUEND BIBY "SIBARIA SE|M20 3P QIWUNU

o jpuouodoud 3 sopiznpoud eandind soquaw)d ap apepjuenb g ‘wissy “seaa SENED
Wz seuade U000 T'F BINTI4 BU BJUXE3D UEZE LG WA 0|0ZE113] 3 |ES Op OESIBALIGD Y

LWL OW
SO SYAIASYIMTTID SY WIDNIHFAND Od0LIW O OWOD Il

Ao)njas apogi
-JATNA O NP ah anin b ApAnas L0TTULa] A0 ADDURICUSE aAndind codonoio S0 ol i s
O OPEAELIGD O DAY Uiy w eSpUsBapE AR G NS pped 1§y o opdinees sp apdowy - T By

PSRRI s e
T 2

S0 T oo

'SISAEIA SE|N|23 SEP BLISe|dogid OU BINWNDE 35 CpeLw

-Joy WIsER wezewlog O [endy wa @anposu] weTew o) opRweya oinass neeieandand soo
ap jeuy oynpoud wn opuesad (ende wa [3AN)OE 3 BJRIELLE 10T 3P O||OZEL2) 3P |BS 0 3]
-0 RIMJE SEPUGIOTIW SRR JouaUl U sjussad ‘aseualiolpisap-0jEUiaons SwIzUS £ e
-0y quindas ep 000 |85 2Y5ap OESIAAUDD 3P B el y (T°E "B UBZEWLIO) 30 OPEUIWGU
@ eandind SJUEI0G WN WD 1) ST R P |F5 O DESIAAU0D BU 251580 | | |4 P 0RsUR 0

11W 3T 0A0LIW 00 SOId|2MNIEd

)
-fijas apepijigein @ algos somuink soysadiwed op oebe ¢ eijeae tied eiflojodewie) o eid
-0]0HXD] BP FERUE WA 0pEsn suswauanbaly 3 'LEET WA uBwssop w | sod op|s|cauas
-ap OO )53 [LLIN) o) 02 EnadILEyp-g - [IZ- [OTe N|NaLID-§F]-f A chauolg ajuade
-3 0 BZI|ON @ B|asuu |03 B aseq sod way anb ‘sopolgw sassap wn ap aeed) g opngydea
TERE O (A LS SAINS] DUSGEIOGqE] LS SEPEAG|TI SIEWILE SE|N|83 ap apepRijIges & Jip
-aw a5 esed opogaw wn wadanbas soo(Hojo)q s0)25U8 S01NW “OpIIUAS 3153 SOUIN0 30
LD SRUINGY 2 SOTRILIE B SR B SEUN -t SeOhE)|EAR 'SIERLLINY SE) a3 b eadheu
-a) a5 ||eue ‘opdwaxa od ‘owod sopnisa sopens ered Aueycdw) eifojopoaw ewn

3 5R|N|FI AP GAI1IN3 0 SARA DWSIUETI0 Op B4} SEN[ES S8 JSIURL 3 IRATI|MI GRS SOLUIA
'OSSIP LB “SEJE| N Saodun) SE errd 200 NS Waokeo SE|R 00D 3 'SEN[D SEU SEIUS
-aud seusapoud @ seppuedio sep eppuruedw) B augos sowapuaide ‘sauguague sojmded soy

BY30y ea1aA)15 A3)5ap) @ sa)eg oyenbao] siey )

dY 1M14D 3Avall

MLid%2




59

1

‘SOpULL| D SO SOPE) MSEI SOU ApEDI|iQEUES Epenbapy -

"SHEEUA AUIUD apEp)| Iqnaday Epenbapy «

NSO E Bp ojUallessasesd ap sossd SOp OESELILIND BP SAARIE OU|EGED 0P OEANPEY -

sojuawedinba & saquaieal wa s01END 50U FILIoUCDT -

11W 30 0Q0LIW OO0 SNIDYLNYA

TR R A0S AN L3 DA [P RN S8)TR0 Rl A)lraaid ADjie0 alsajia i o oaa)
MU UBPAUATY AP OEinpaid (2 [samy § ap apeyad cad (00 AP 88 # D00 I IRER D 6o0jd 6P anhagna

-4l a0A0a 0 a0 0ued |y &0 opsodiwnd op codipo (g sodod 0G5 ap o i P SOI0M LS STWET S0 oUng| i

(0 0es | i ap oypsua ap sossod siodrursd agoab o L[ AP S0 00 soparyeas sodagd - £ eanly

{nawpInnIadsa)
EpuEgIOsqY
Ep Ean1j0y

qE

(PEE 914
) cOELLog0y0I1adsa Wa BIIUEQICSOE BP BINYIS) B A5-EZ||Ea) ‘BUALI|EUlS (FEE 814) B

“NgEaep dr_.._uu-_au___u ou sauasad HETRLLLIC 3 SIS0 S0 .ﬂw“__.__uuu_ P ried 950 opeEun

-IPE OpUas ‘BUALLESORERIND OpIMGLUSS 3 | | O OpUSIL0D 13l O 'oedeqniul ap cpolsad
sysa sody seaoy £ od TO0 8P oG 3 3,8 FRJNIS3 WS SEN|ET 5T IR0 04PsEaaEU

@ "ELI0IG OEIERS EYSE 3nb Bley 'SOLWELY SUWIOMUOD "SIaNE1A 58)N|ad sead seuade opezl
-[eEE §E LM O (GEE "B14) LLIW O 0Pusiues Sau oing 1o opinpsans $ eniss
anij|na ap o o ‘epinfas wy B E CB14) epngss elasap as ankb o380 0 WO SIUAL
-EYEL) 08 SEPNALLGIS DEIUS 2 s030d 0f ap SE3E|d Wa SEPEAIIND DES SEINI2D SE '0iBLILY
EE "B PU 0UIsep swdojuo ‘sperauassa sossed osjenbaanbar || W ap opsus 0

L1130 QIYSHI 00 O 2I1-253a 1

TERAPA FE|N]FD WA JJUIWOS 311030
SESELI E ORJUS 'BAIJE BLIPUGISYILI BU OPEAI B O[)OTEILY 8P |E2 O 135-3HANIT



ANEXO A — PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO (POP 43.1)

Tevhrolingy

lor Gese Thesapy

Procedimentos para manutengao de celulas — Plagueamento POP
Laboratorie de Tacnobeglas para Terapla Génbea 43.1

MATERIAIS
= Meio de cultura (especifico para cada tipo celular)
« DFBS
» Tripisna®EDTA 0,25%
« Alcool T0%
» Tubo Falcon de 15 mL
= (Gamrafas para cultive celular
» Eppendorfs de 0,8 mle 1,5 mL
# Luvas
= Fipetas
= Ponteiras para F200 e P1000

« Camara de Meubauer

PROCEDIMENTOS

1. Desinfecgao geral
s Usar alcool 70% para impar o fluxo laminar, plasticos, vidrarias, luvas, etc.

2. Lavagem das células
« [escartar todo o meio de cultwra velho da gamafa
» Adicionar 5.0 mL de DPBS (gamafa de 75cm?) ou 1.0 mL (gamafa de
25cm?). Agitar suavemente.
= Descartar o DPBS.

3. Tripsinizagao
= Adicionar 1.0 mL de Tripsina (T5cm?) ou 0.5 mL {25cm?) rente 3 parede da
garrafa onde as células estao aderidas.
= Aguardar 3 minutos.
= Observar no microscopio se as celulas se soltaram.
= Adicionar 4,0 mL de DMEM (75cm?) ou 1,0 mL (Z25cm?). Agitar suavemente.
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Transferir todo o contelido da gamafa para um tubo Falcon de 15 mL
» Centrifugar por 3 minutos a 1200 mpm

» [Descariar o sobrenadants.

e Adicionar 1,0 mL de DPBS e homogenezar 30 vezes.

4. Contagem das celulas
» Transferr 30 pl das células do tubo Falcon para um eppendorf de 0,8 mL
& adicionar 90 plL de DPBS
s Preencher a Camara de Meubauer com 10 pl e proceder a contagem nos
quatro quadranies.

n& de cajulas/ml = nd de calulas x 10%

» O resultado indica a quantidade de celulas em 1,0 ml.

3. Plagueamento
» Em uma gamafa nova, adicionar 15,0 mL (T5cm?) ou 5,0 mL (25cm?) de
meio de cultura.

s Transferr 50 — 150 pL de celulas para a gamafa nova. A quantidade de
celulas vai depender da concenfragao exigida para os procedimentos
futuros.

» Levar a gamafa 3 estufa (237°C e 5% de CO2).
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6. Estocagem do pellet

e Transfernr do tubo Falcon para um eppendorf de 1.5 mL o wolume
MNecessaro para a concenfragac dessejada de células

« Centrfugar por 2 minutos a 1200 pm

w [escartar o sobrenadante.

« Repetr a centrfugacao se necessanio.

« Lewar o pelet para congelamento no freezer -20°C.

Comantarios:

Concentragio celular

¥ para passagem (At grande)

¥10" para passager (garats pequesa)

2010° para extraclo de ANA (FIE RMeasy]

104 a 10" para extraclo de mISAA [KE Kirvama)
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ANEXO C - CERTIFICADO DE APRESENTACAO DE POSTER

Workshop sobre estudos neuroldgicos e células da glia

CAPES

DAAD/CAPES - University of Brasilia, Brazil

Differentiation and regeneration potential of glial cells
in acute and chronic Central Nervous System pathologies

Poster Award

given to

Thais Torauafo-Sales

Technology for Gene Therapy Lab, FAV, University of Brasilia, UnB, Brasilia, DF, Brazil

for her outstanding presentation

Role of the Eagl potassium channel in the injury caused
by temozolomide on glioblastoma cells

Brasilia, Nov 28, 2014

GouQQIBL  FeLl X o,

Elaine del'Bel 1 / Frank Kirchhoff / Rucardo TltZE de Almeida
Universidade de Sdo Paulo V University of Saarland 7/‘ Universidade de Brasilia
Ribeirdo Preto, Brazil Hombu;g, Germany Brasilia, Brazil
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