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Resumo

Queiroz, Fernanda Mello de. Envolvimento do canal de potassio ether a go-go na tumo-
rigénese: caracterizacao da presenca e da fungao do canal Eagl em sarcoma do tecido mole.
Rio de Janeiro, 2006. Dissertacao (Doutorado em Ciéncias Morfolégicas) - Programa de
Poés-Graduagao em Ciéncias Morfoldgicas, Departamento de Histologia e Embriologia,
Universidade Federal do Rio de Janeiro.

O canal de potéssio ether a go-go humano (Eagl) pode ser encontrado em células tumorais
e em tumores primarios, e o seu envolvimento na oncogénese tem sido sugerido. Utilizando
a técnica de imunohistoquimica mostramos que o canal Eagl esta expresso em algumas
populacgoes celulares fora do sistema nervoso central. Ao contrario, amostras de tumores
(carcinomas) mostram uma alta freqiiéncia de expressao do Eag (43% & 82%). No caso dos
tumores do tipo sarcoma de tecido mole, Eagl estd expresso em 71% dos casos estudados.
Nenhuma associacao foi vista entre expressao do Eagl e fatores epidemioldgicos, apesar de
termos um diferenga significativa quando comparamos os tipos histolégicos. Além disso,
demonstramos que o antigeno para o Eagl nao é estavel ao longo do tempo impedindo a
realizacao de estudos retrospectivos. Células derivadas de sarcoma foram utilizadas para
estudos in vitro. Dados obtidos por qPCR mostram que todas as células analisadas sao
positivas para Eagle a inibicao do canal por RNA interferéncia foi capaz de reduzir o
crescimento de todas as células através da inducao de morte celular. Analisando os dados
obtidos, experimentos ex vivo e in vitro , podemos sugerir que o Eagl representa um
promissor alvo para propostas de diagnostico e tratamento do cancer.



Abstract

Queiroz, Fernanda Mello de. Envolvimento do canal de potassio ether a go-go na tumo-
rigénese: caracterizacao da presenca e da fun¢ao do canal Eagl em sarcoma do tecido mole.
Rio de Janeiro, 2006. Dissertagdo (Doutorado em Ciéncias Morfoldgicas) - Programa de
Pés-Graduacao em Ciéncias Morfologicas, Departamento de Histologia e Embriologia,
Universidade Federal do Rio de Janeiro.

The human ether a go-go potassium channel (Eagl) can be detected in both tumor cell
lines and primary tumors, and it’s role in oncogenesis has been suggested. Expression
levels of Eagl on normal and tumor tissue were determined by immunohistochemistry.
We showed that Eagl is expressed in some cellular populations outside central nervous
system. On the other hand, tumors samples (carcinomas) showed a high frequency of
Eagl expression (43% to 82%). Eagl was expressed in 71% of all soft tissue sarcomas. No
association was seen between Eagl expression and epidemiological factors, even though
we found statistic difference comparing tumor histological types. We also showed that
Eagl antigen is not stable throughout years imparing the realization of retrospective
studies. Cell lines derived from relevant sarcoma histological types were used for in vitro
experiments. Data obtained by real-time PCR showed that all four lines are positive for
Eagl. In all four cell lines, reduction of Eagl by RNA interference led to a decrease in cell
growth by means of cell death induction. These observations, from ex vivo and in vitro
experiments, suggests a usage of this protein for diagnostic and/or therapeutic purposes.
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1 Introducao

1.1 Canais i0nicos

A membrana celular foi essencial para o desenvolvimento da célula, possibilitando
a retencao no citoplasma de componentes vitais para o seu crescimento, assim como
prevenindo o acesso de uma grande diversidade de moléculas. Para fazer trocas com
o meio extracelular, tais como: excrecao de metabdlitos, secrecao de produtos ativos e
regulacao de volume, a célula precisou desenvolver proteinas capazes de fazer o transporte
de variados tipos de solutos. A solugao foi o desenvolvimento de um poro que fosse
suficientemente grande para permitir a passagem de fons e pequenos metabdlitos mas
nao de macromoléculas. A maioria das membranas de bactérias gram-negativas e das
mitocondrias funciona dessa maneira. Entretanto, as membranas citoplasmaticas dos
organismos superiores apresentam uma arquitetura complexa, composta de mecanismos
seletivos de transporte com diferentes fungoes. Os mecanismos de transporte podem ser
divididos em duas classes de proteinas: as carreadoras e os canais, sendo que o transporte
por proteinas carreadoras pode ser passivo ou ativo, e o transporte por canais é sempre
passivo (Hille, 2001; Alberts et al., 2002).

O transporte por proteinas carreadoras através da membrana tem inicio apds a
ligacao do soluto ao seu sitio especifico. Mudangas conformacionais expoem o sitio de
ligacao de forma sequencial, de um lado da membrana e depois do outro, transferindo, as-
sim, o soluto ligado. Algumas proteinas carreadoras transportam solutos de acordo com

o seu gradiente eletroquimico, enquanto outras fazem o transporte contra o gradiente,



usando a energia proveniente da hidrolise do ATP. Como exemplo de proteinas carreado-
ras, pode ser citada a bomba NaT™KTATPase que transfere para o meio extracelular trés

fons Na+, enquanto bombeia para o citoplasma dois fons K* (Alberts et al., 2002).

Fechado

Inativo Aberto

Figura 1: Esquema simplificado das conformacgoes adotadas pe-
los canais i6nicos. Os canais i6nicos podem ser encontrados nas trés
conformagoes mostradas acima. Adaptado de Alberts et al., 2002.

Os canais fazem parte de outra classe de proteinas transportadoras. Canais
ionicos sao poros hidrofilicos que diferem de simples poros aquosos devido a duas pro-
priedades importantes: a alta seletividade ionica e o fato de nao estarem continuamente
abertos, mas sim oscilando entre os estados aberto, fechado e inativo (Figura 1). No
estado aberto ocorre a passagem de ions pelo poro, no estado inativo nao ha fluxo ionico
e o canal nao pode ser ativado. No estado fechado nao ha passagens de ions, mas o canal
esta habil a responder ao estimulo (Hille, 2001).

Os canais ionicos se abrem em resposta a uma mudanca no potencial de mem-
brana (canais dependentes de voltagem) ou a presenca de ligantes (canais dependentes de
ligante), permitindo a passagem de fons inorganicos a favor do gradiente eletroquimico
(Alberts et al., 2002). No caso do canal dependente de voltagem, a oscilagao entre os esta-

dos conformacionais (fechado, aberto e inativo) depende predominantemente do potencial



da membrana. Com a variagao do potencial, os canais tendem a ir para a conformacao
mais estavel naquele momento. Durante o potencial de repouso, a conformacao fechada
é a mais estdavel para a maioria dos canais. Quando ocorre a despolarizacao da célula a
conformacao dos canais pode variar entre os estados aberto e o inativo. Ja para os canais
dependentes de ligantes, como canais de potassio dependentes de célcio, a presenca do
ligante provoca a abertura do canal (Hille, 2001).

Canais i0nicos possuem importante papel na propagacao do potencial de acao em
células excitaveis, como os neurdnios e as fibras musculares. Em células nao excitaveis,
as fungoes desempenhadas pelos canais ionicos vao do controle da secrecao de insulina
nas células a das ilhotas de Langerhans, reabsorcao de Nat em células tubulares renais e
determinagao do potencial de membrana durante a ativagao dos linfécitos T (Hille, 2001;
Alberts et al., 2002).

A participacao de ambas as classes de proteinas transportadoras (carreadoras e
canais) em uma tipica célula de mamifero produz um equilibrio eletroquimico que mantém
constantes as concentragoes ionicas intracelulares (em mM) de Kt 140, Na™ 5-15, Ca™?
0,0001, Mg*? 0,5, CI~ 5-10 e HT 7x107° (pH 7,2) quando o ambiente extracelular é
composto por (mM) KT 5 Nat 145, Ca™® 1-2, Mg*? 1-2, CI~ 110 e HT 4x107° (pH
7,4; (Alberts et al., 2002)). As concentragoes i6nicas dos solutos nos meios intracelular
e extracelular aliadas a permeabilidade seletiva da membrana a estes ifons determinam o
que chamamos de potencial de membrana da célula (Hille, 2001).

Os canais i0nicos permedveis ao fon K™ (canais de potdssio) sdo encontrados em
todas as células animais. FEssa caracteristica torna a membrana altamente permeavel ao
K*. Dessa forma, o K*, ou melhor, canais de potdssio passam a ter papel crucial na

manutengao do potencial de membrana (Alberts et al., 2002).



1.2 Canais i0nicos e cancer

Estudos eletrofisiolégicos revelaram que células tumorais se encontram despola-
rizadas em relagao as células dos tecidos normais, e isto tem sido proposto como uma
prerrogativa necesséaria para células destinadas a ter proliferagao ilimitada (Marino et al.,
1994a; Marino et al., 1994b; Bianchi et al., 1998). Portanto, a identificagdo da presenca
dos diferentes tipos e subtipos de canais i6nicos expressos em células tumorais, pode ser
de grande importancia para a compreensao do desenvolvimento da neoplasia.

Entre os canais ionicos expressos em células excitaveis e nao excitaveis, os ca-
nais de potassio (K™) sdo os mais diversificados do ponto de vista estrutural e funcional.
Canais de KT desempenham importantes funcoes em uma ampla variedade de mecanis-
mos celulares que incluem: regulacao do ritmo cardiaco, contragao muscular, secrecao de
neurotransmissores, excitabilidade neuronal, secrecao de insulina, transporte eletrolitico
epitelial, regulagao do volume celular e resposta imunolégica (Hille, 2001).

Apesar de trabalhos recentes demonstrarem um conhecimento da estrutura e do
mecanismo de permeabilidade dos canais de K™ (Miller, 2000; Jiang et al., 2003a; Jiang
et al., 2003b), ainda existem muitas questoes abertas sobre a sua localizagao e o seu papel
nos processos bioldgicos fundamentais, como proliferacao celular e sobrevivéncia de células
tumorais.

Atualmente j& foram identificados mais de 80 tipos de canais de K* derivados de
diferentes genes e/ou diferentes transcritos de splicing alternativo. Os variados tipos de
canais de KT possuem propriedades eletrofisiolégicas distintas e sao sujeitos a diferentes
tipos de regulacao: pelo controle transcripcional tecido especifico ou pela acao bioquimica
de efeitos especificos. Esses efeitos especificos podem ser tao variados quanto um poten-
cial elétrico, Ca*? ou ATP no citoplasma, quinases, fosfatases, neurotransmissores ou
hormonios.

Alguns desses canais i6nicos sao essenciais para o controle da proliferacao celular



e para a sintese de proteinas durante o crescimento celular. Os casos documentados na
literatura relacionam canais de K sensiveis a voltagem aos linfécitos (Chandy et al., 1984;
DeCoursey et al., 1984; Amigorena et al., 1990a; Amigorena et al., 1990b) onde esses
canais estao envolvidos em eventos que levam a mitogénese durante a resposta imune.
A ativacao de canais de K estd associada com a diferenciacao induzida por célcio em
queratindcitos (Mauro et al., 1997) e com a proliferacao das células de Schwann (Pappas
& Ritchie, 1998), sem falar em outros exemplos.

Ja que células tumorais sao altamente proliferativas, nao é surpreendente que
vérios canais de KT estejam associados ao cancer. Trabalhos recentes baseados em técnicas
eletrofisioldgicas e de biologia molecular vém demonstrando que varios canais ionicos, além
dos canais de K*, participam diretamente da proliferacao e invasividade em diferentes
tumores. Os canais ionicos e os tipos de tumores em que estes canais sao encontrados

estao descritos abaixo:

1. Canais de K™: cancer de mama humano (MCF-7), glioma de rato (C6), adenocarci-
noma de célon humano; de préstata de rato (Mat-LyLu e AT-2) e humano (LNCaP
e PC-3), de figado humano (Hep 2, HuH-7 e HFL) e mieloma humano (RPMI-8226)
(Fraser SP, 2000; Grimes et al., 1995; Laniado et al., 2001; Malhi et al., 2000;
Rane, 2000; Rouzaire-Dubois et al., 2000; Kohler et al., 2000; Skryma et al., 1997;
Woodfork et al., 1995);

2. Canais de célcio (Ca™): cancer de pancreas humano (MIA PaCa-2 e CAV), de mama
humano (MCF-7/ADRR, MDA-231, MDA-231R44 e BT-474), melanoma humano
(MM-RU) e de préstata humano (DU-145, PPC-1, PC3 e LNCaP) (Sato et al., 1994;
Lambert et al., 1997; Kohn et al., 1996; Wasilenko et al., 1996; Benzaquen et al.,

1995);

3. Canais de cloro (C17): cancer de mama humano (MCF-7); de célon humano (T84),

mieloma humano (RPMI-8226), astrocitomas humano e glioma de rato (C6) (Chou



et al., 1995; Levitan & Garber, 1995; Rouzaire-Dubois et al., 2000; Ullrich et al.,
1996);

4. Canais de sédio (Na™): cancer de mama humano (MCF-7), de pulmao (NCI-H146)
e de prostata de rato (Mat-LyLu e AT-2) (Blandino et al., 1995; Fraser SP, 2000;
Grimes et al., 1995).

Apesar dos canais i0nicos estarem relacionados diretamente com a proliferacao e
invasividade dos tumores descritos acima, o mecanismo pelo qual esses canais desempe-
nham tais funcgoes fisiolégicas permanece um mistério a ser desvendado.

Além do cancer existem varias doengas genéticas humanas que estao relacionadas
com mutagoes de genes estruturais de canais ionicos. Sao exemplos: a paralisia periddica
hipercalémica familiar, causada pelos canais de Na®™ do musculo esquelético que perma-
necem aberto por um periodo muito longo na presenga de altas concentragoes de potassio

extracelular e a fibrose cistica na qual os canais de C1~ perdem sua regulacao (Hille, 2001).

1.3 Canais da familia Eag

O presente projeto trata do canal de KT da familia ether a go-go (Eag). Essa
familia de canais foi descoberta em 1969 a partir de mutantes derivados do canal de K*
do tipo Shaker da Drosophila melanogaster com excesso de atividade motora, isto é, a
mosca balangava as pernas freneticamente sob anestesia com éter (Kaplan & Trout, 1969).
Usando a triagem por homologia com a familia Eag, foram identificadas seqiiéncias de
DNA, desde nematodos até o homem. Tais seqiiéncias foram divididas em trés diferentes
subfamilias (Figura 2): eag, eag-related gene (erg) e eag-like (elk). Os primeiros canais Eag
de mamifero clonados foram Eagl de rato (rEagl) e Ergl humano (Warmke & Ganetzky,
1994). Desde entao, todos os membros das subfamilias foram clonados em rato: dois

canais Eag (Eagl (Ludwig et al., 1994), Eag2 (Saganich et al., 1999)), trés Erg (Ergl



(Bauer et al., 1998), Erg2 e Erg3 (Shi et al., 1997)) e trés Elk (Shi et al., 1998; Engeland
et al., 1998).

 OF: T4
familia de canais de K*

eag elk erg
ether-a-go-go eag-like K channel eag-related gene

e e T T

Figura 2: Distribuicao dos canais da familia Eag. A familia de canais
Eag consiste de trés subfamilias: eag (gene ether-a-go-go), elk (gene eag-
like) e erg (gene eag-related). Cada uma das subfamilias possuem 2 ou 3
membros clonados em rato. Adaptado de Bauer & Schwarz, 2001.

O alinhamento de seqiiéncias dos canais Eag de Drosophila, rato, camundongo
e homem com seqiiéncias em bancos de dados nos mostraram que esses canais sao es-
truturalmente relacionados com os canais de K sensiveis a voltagem e com os canais
cationicos sensiveis a nucleotideos ciclicos (Warmke & Ganetzky, 1994). A estrutura se-
cundaria contém uma subunidade com 6 dominios transmembranares do tipo a-hélice
(S1-S6) e um segmento entre S5 e S6, denominado regiao P, que forma o poro do canal
(Figura 3 A). A regiao P é a responsével pela passagem seletiva de fons K™ e é o dominio
mais conservado dentre os diversos tipos de canais K*. Outra caracteristica comum est4
no segmento S4, conhecido como sensor de voltagem, onde estao localizados residuos
cationicos que estao envolvidos nas mudancas conformacionais iniciais que levam a aber-
tura do canal quando a membrana despolariza. Os canais da familia Eag sao estruturas
multiméricas formadas pela associagdo de 4 subunidades (Figura 3 B,C). Os canais da
familia Eag contém ainda o dominio Per-Arnt-Sim (PAS) na regiao N-terminal (Cabral
et al., 1998), uma assinatura caracteristica (GFGN) na regiao do poro e, na regiao C-

terminal, um dominio de ligacdo de nucleotideos ciclicos (¢c-NBD), de ligacao a proteina



calmodulina (CAM) e o dominio de tetramerizagao (TCC; Figura 3 A).

A

Externo

Interno

N-terminal

C-terminal

Figura 3: Desenho esquemaitico do canal Eag. (A) Estrutura de uma
subunidade contendo seis segmentos transmembranares (S1-S6), onde S4 é o
sensor de voltagem e P é a regiao do poro. Os dominios considerados impor-
tantes para o canal se encontram destacados. (B, C) Quatro subunidades
formam o canal funcional. A figura nao estd representada em escala. Adap-
tado do site: courses.cm.utexas.edu/jrobertus/ch339k/overheads-2.htm

Entre as propriedades biofisicas dos canais Eag, podemos citar: 1) a ativacao por
voltagem, onde a cinética de ativagao ¢ diminuida por pré-pulsos negativos denominada
de mudanga Cole-Moore (Ludwig et al., 1994), 2) o tempo de ativagdo diminui com o
aumento da concentragao extracelular de Mg*? (Terlau et al., 1996), 3) cAMP aumenta

a amplitude da corrente (Briiggemann et al., 1993) e 4) o aumento de Ca™ intracelular



bloqueia o canal pela ligacao da calmodulina na porgao C-terminal (Stansfeld et al., 1996).
A cinética de ativacao dos canais Eag é fortemente influenciada pelo potencial de repouso
de membrana e pela concentracao de Mg*? de tal forma que a hiperpolarizacao torna lenta
a sua ativagao. Devido a este comportamento cinético sugere-se que este canal tenha um
importante papel na repolarizacdo da membrana celular (Ludwig et al., 1994).

Apesar da semelhanca estrutural entre o canal Eag expresso em Droséfila (dEag)
e em cérebro de rato, esses canais possuem algumas diferengas biofisicas: 1) modulagao:
o rEag nao é modulado por nucleotideos ciclicos como cAMP ou cGMP, enquanto que o
dEag tem a corrente de saida potencializada por tais nucleotideos e 2) cinética: a corrente
do canal dEag mostra uma inativacao parcial mediante uma despolarizacao sustentada,
enquanto a corrente do canal rEag nao se inativa. As caracteristicas farmacoldgicas dos
canais dEag e rEag sao similares, ambos sao bloqueados pela quinidina e por Ba™2, e
insensiveis a 4-aminopiridina (4-AP) e ao tetraetilamonio (TEA) (Ludwig et al., 1994).

Os canais Eag sao descritos como canais com baixa sensibilidade a bloqueadores
classicos como TEA e 4-AP ou ao bloqueador do canal Erg E4031. A quinidina bloqueia
o canal hEagl com ICsy de 1,4 £ 0.06 M enquanto o I1Csy para os canais hEag2 é igual
a 151,8 £+ 24,8 uM, em torno de 100 vezes menos sensiveis, portanto a quinidina pode ser
usada para diferenciar farmacologicamente as isoformas dos canais Eag (Schonherr et al.,
2002).

Outros farmacos capazes de bloquear o canal hEagl sdo: imipramina (anti-
depressivo triciclico) e astemizol (anti-histaminico). A imipramina é capaz de bloquear
diversos tipos de canais ionicos incluindo canais hErg, de Na*, de Ca*?, de K* ativado
por voltagem, de KT ativado por Ca™® (Dreixler et al., 2000; Terstappen et al., 2001;
Gavrilova-Ruch et al., 2002; Ogata & Narahashi, 1989; Teschemacher et al., 1999). Exis-
tem algumas diferencas na afinidade pela qual a imipramina é capaz de bloquear esses

canais ionicos mas, em todos os casos, os valores de ICy, descritos variam na faixa de 1
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a 30 uM. O fato de diferentes canais ionicos mostrarem afinidade pela imipramina sugere
uma conservacao estrutural do sitio de ligagao, portanto a probabilidade da imipramina
de bloquear o canal hEag2 nao pode ser descartada apesar de nao existirem dados até o
presente momento. O mecanismo de bloqueio da imipramina é altamente dependente da
voltagem e assume um sitio de ligacao na porcao intracelular quando o canal se encontra
aberto (Garcia-Ferreiro et al., 2004)

O astemizol, ao contrario da imipramina, possui acao mais restrita. Por exemplo,
o astemizol em concentragoes de até 10 M nao parece ter efeito sobre correntes em outros
canais de KT tais como os canais dependentes de voltagem K,1.1, K,2.1, K,4.2, o canal
de retificagao interna IRK1 e as correntes cardiacas I (Suessbrich et al., 1996). O canal
hElk2 também se mostra insensivel ao astemizol (Becchetti et al., 2002), ao contrario, o
canal hErg é altamente sensivel ao bloqueio por astemizol com ICs; na faixa de 50nM
(Suessbrich et al., 1996; Barros et al., 1997). Isso sugere uma conservagao estrutural da
arquitetura dos canais hEagl e hErg sustentando uma inibicao seletiva desse farmaco.

O astemizol também é capaz de bloquear o canal hEag2 de maneira indistinta do
canal hEagl, ambos com IC5q em torno de 1,5 uM. O mecanismo de bloqueio do astemizol
¢ bastante similar ao da imipramina, mas o primeiro nao possui a dependéncia a voltagem

que é essencial para a agao da imipramina (Garcia-Ferreiro et al., 2004).

1.4 Eagl versus Eag2

Os canais hEagl e hEag2 (Eagl e Eag2) possuem 73% de homologia, exibindo a
maior divergéncia na porgao C-terminal. Ambos os canais sao expressos em areas restritas
no sistema nervoso central (Figura 4; (Schonherr et al., 2002)) e a sua fungao fisioldgica
ainda precisa ser elucidada.

Apesar da grande homologia ao nivel protéico, as caracteristicas biofisicas dos

canais Fagl e Eag2 sao diferentes. Comparando-se as correntes de ambos os canais te-
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Figura 4: Expressao diferencial dos canais Eagl e Eag2 em cérebro

de rato. Hibridizagao in situ utilizando sondas antisense para RNA mar-

cadas com digoxigenina. Tu: tubérculo olfatério, ob: bulbo olfatério, Cx:

cortex cerebral, Hipp: hipocampo, Cer: cerebelo, IC: coliculo inferior e Th:

tdlamo. Adaptado de Saganich et al., 2001 .
mos que o tempo de ativagao do canal Eag2 em +40mV ¢é 4 vezes mais lento do que o
canal Eagl. Além disso, as correntes do canal Eag2 possuem uma menor dependéncia a
voltagem, mas a maior diferenca entre ambas as isoformas estd no potencial de ativacao
do canal (Schonherr et al., 2002). Uma possivel explicacdo molecular para esta diferenga
seria um interagao da por¢ao N-terminal com a alca entre os dominios S2 e S3 ja que o
sensor de voltagem estd conservado em ambas isoformas (Wray, 2004).

Ambas as isoformas sao capazes de interagir e formar canais heteromultiméricos.

A formacao desses canais heteromultiméricos poderia aumentar a variabilidade funcional
das correntes Eag em regioes do sistema nervoso central onde ocorre uma superposicao

da expressao (Schonherr et al., 2002). O mesmo mecanismo foi proposto para os canais

Erg, que formam heterotetrameros in vivo, mas nao sao capazes de interagir com rEagl
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(Wimmers et al., 2001; Jenke et al., 2003).

O canal Eagl esta expresso em células normais tais como, células do sistema
nervoso central e mioblastos (Crociani et al., 2000) e em varios tipos de células tumorais
(Arcangeli et al., 1995; Bianchi et al., 1998; Fraser SP, 2000; Meyer & Heinemann, 1998;
Nilius & Wohlrab, 1992; Pardo et al., 1998; Pardo et al., 1999; Rane, 2000; Trudeau et al.,
1995; Wang et al., 1998; Woodfork et al., 1995). J& o canal Eag2, possui expressao do
mRNA no sistema nervoso central e no musculo esquelético, também pode ser detectado
em baixos niveis em coragao, placenta, pulmao, figado e rim (Ju & Wray, 2002).

A fisiologia do canal Eag2 ainda nao é conhecida. Entretanto, o canal Eagl
estd implicado na fus@o de mioblastos (Occhiodoro et al., 1998), e Eag2 esta expresso
no musculo esquelético. Além disso, a expressao do Eagl é importante para o desen-
volvimento celular e crescimento tumoral (como veremos na se¢ao 1.5) e, talvez, pode-se

especular um papel fisiolégico similar para o canal Eag2 (Ju & Wray, 2002).

1.5 Eagl em cancer

Achados recentes sobre a proliferagao de células tumorais e normais mostram
que o canal Fagl estd envolvido no controle desse processo (Pardo et al., 1999). Além
disso, as propriedades biofisicas desse canal sao modificadas pelo ciclo celular, e essa
modulac¢ao possui dois componentes: 1) redugao da densidade da corrente na fase de
mitose e 2) aumento da seletividade para o K™ na fase de mitose e concomitante aumento
de sensibilidade ao bloqueio do Na' intracelular (Briiggemann et al., 1997; Camacho
et al., 2000). Além disso, adi¢ao do fator promotor de mitose (MPF) é capaz de modular
a atividade do canal Eagl de maneira a reduzir a corrente em um sistema de expressao
heter6logo (Briiggemann et al., 1997).

Neste trabalho nés daremos um maior enfoque ao canal Eagl, que esta restrito ao

sistema nervoso central no homem adulto e também pode ser encontrado nos mioblastos
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indiferenciados (Warmke & Ganetzky, 1994; Occhiodoro et al., 1998). A presenca do canal
Eagl se restringe aos mioblastos indiferenciados e parece ser um fenomeno relacionado ao
ciclo celular, ja que a fusao do mioblasto esta acoplada com a saida irreversivel do ciclo
celular (Occhiodoro et al., 1998). Além da linhagem de neuroblastoma humano, outras
linhagens tumorais se mostraram positivas para o canal Eagl, tais como: EFM-19, MCF-7
(carcinoma de mama), HeLa (carcinoma cervical; (Pardo et al., 1999)), SHSY5Y (Meyer
& Heinemann, 1998) e IGR1 (melanoma; (Gavrilova-Ruch et al., 2002)). A expressao he-
terdloga do canal rEagl em células CHO e NIH 3T3 induziu caracteristicas de um fendtipo
transformado tais como: crescimento acelerado, perda da dependéncia ao substrato e a
fatores de crescimento e perda da inibicao por contato. Além disso, a expressao do canal
Eagl em células que foram injetadas em camundongos imunodeficientes promoveu uma
vantagem na progressao de tumores in vivo. A utilizacao de RNA anti-sense para Eagl
foi capaz de inibir a expressao do canal além de inibir a proliferacao in vitro de diversas
células tumorais (Pardo et al., 1999).

Estudos eletrofisiolégicos baseados na técnica de patch-clamp caracterizaram as
propriedades biofisicas e farmacolégicas do canal Eagl expresso heterologamente em
ovécitos e células CHO, e em linhagens tumorais (Briiggemann et al., 1993; Terlau et al.,
1996; Pardo et al., 1999; Pardo et al., 1998). Recentemente, foi detectada a presenga do
canal Eagl em cancer cervival e, pela primeira vez, foi medida a corrente derivada deste
canal em tumores (Farias et al., 2004). Entretanto, muito pouco tem sido feito no sentido
de determinar as caracteristicas biofisicas e farmacoldgicas do canal Eagl em células de
tumores sélidos.

Por ter sua expressao limitada ao sistema nervoso central no tecido normal do
adulto, o canal Eagl pode vir a ser um marcador tumoral. Além disso, utilizando-se um
inibidor especifico para o canal Eagl seria possivel diminuir a taxa de proliferagao tumoral

e eliminar o tumor, tornando o canal Eagl um candidato promissor para propostas de
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diagnostico e terapia.

1.6 Sarcoma

Sarcomas sao tumores malignos que surgem a partir do tecido esquelético ou co-
nectivo, incluindo o sistema nervoso periférico. Por mais diversificado que os elementos
celulares dessas estruturas anatomicas possam ser, eles possuem uma origem embrioldgica
comum: o mesoderma com uma pequena contribui¢do do neuroectoderma (sistema ner-
voso periférico). Sarcomas de tecido mole (STM) correspondem aos tumores derivados do
tecido conectivo ou do sistema nervoso periférico.

Os STM constituem um grupo bastante heterogéneo e sao classificados histo-
geneticamente de acordo com a sua semelhanga morfolégica ao tecido normal cognato
(Enzinger et al., 1969). Entre os diferentes tipos de STM podemos citar: rabdomiossar-
coma (tecido muscular esquelético), leiomiossarcoma (tecido muscular liso), lipossarcoma
(tecido adiposo), fibrossarcoma (tecido fibroso), sinoviossarcoma (histogénese incerta) e
fibrohistiocitoma maligno (tumores fibrohistiocisticos). Foram identificados mais de 50
tipos histolégicos de STM, mas os tipos mais comuns s@o os tumores descritos acima (Coin-
dre et al., 2001). A figura 5 mostra a distribuicao dos diferentes tipos histopatoldgicos de
STM adquiridos no arquivo de tumores do Instituto Nacional do Cancer (INCa). Os tipos
histopatoldgicos: rabdomiossarcoma e fibrossarcoma se encontram destacados na figura 5
pois daremos uma maior enfase a esses dois tipos tumorais no estudo.

Os STM sao relativamente raros e correspondem a apenas 1% de todos os novos
casos de cancer quando comparado aos carcinomas e outras neoplasias. Dados da So-
ciedade Americana de Cancer mostram que no ano de 2005 seriam dignosticados 9.420
novos casos nos Estados Unidos da América e que 3.490 desses novos casos evoluiram para
morte, o que constitui quase 40% de mortalidade (Jemal et al., 2005).

A incidéncia e distribuicao dos STM parece ser similar entre as variadas regioes
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Figura 5: Distribuicao dos tipos histopatolégicos de STM do Ins-
tituto Nacional do Cancer (INCa). A distribui¢ao dos tipos histopa-
tolégicos de STM adquiridos no arquivo de tumores do INCA. Os dois tipos
tumorais: rabdomiossarcoma e fibrossarcoma estao destacados.

do globo. STM podem ocorrer em qualquer idade dependendo do tipo de STM, mas sao
comumente encontrados em adultos a partir de 40 anos com poucas excecoes relacionadas
aos sarcomas de infancia. Na figura 6 podemos observar a distribuicao dos diferentes tipos
de STM de acordo com a idade. STM podem ocorrer em qualquer parte do corpo, mas
a localizagao preferencial é nas extremidades (50%), seguida do tronco, abdomen e pelve
(40%) e cabega e pescogo (10%).

A patogénese que leva ao surgimento dos STM é desconhecida, como é o caso para
outros tumores malignos. Ao contrario dos carcinomas, a progressao para STM a partir de
tumores benignos do tecido mole é bastante rara, com exce¢ao do tumor maligno do nervo
periférico que se desenvolve a partir do neurofibroma. Os STM sao caracterizados por

agressividade local e sao capazes de invasao ou crescimento destrutivo, de recorréncia e
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Fibrohistiocitoma Maligno

Lipossarcoma

Fibrossarcoma

Sinoviossarcoma

Rabdomiossarcoma

Idade (anos)

Figura 6: Distribuicao dos diferentes tipos de sarcoma de acordo
com a idade. Relagao aproximada entre a incidéncia dos diferentes tipos
de STM e a idade. As linhas continuas indicam o pico de incidéncia do tu-
mor enquanto que as linhas pontilhadas indicam uma reducgao da incidéncia
desses tumores que varia de 10 a 20%. Adaptado de Weiss & Goldblum,
2001

de metastizar para outros 6rgaos, formando tumores secundérios. O padrao de metastase
da maioria dos STM ¢é hematogénico. Metastases para linfonodos sdo incomuns (menos
que 5%), com excegao dos tipos celulares usualmente associados aos sarcomas da infancia
como ¢é o caso do rabdomiossarcoma e do sinoviossarcoma (Fong et al., 1993).

O prognéstico do paciente depende de varios aspectos, incluindo a idade do paci-
ente e o tamanho, grau histolégico e estadiamento do tumor. As caracteristicas patoldgicas
que definem o grau do tumor incluem celularidade, diferenciacao, pleomorfismo, necrose e
nimero de mitoses. Infelizmente, o critério para gradacao desses tumores nao € especifico e
nem padronizado, além disso, varias escalas de graus sao usadas. Portanto a discordancia
entre os patologistas para definir o grau do tumor varia entre 25 e 40% (Singer, 1999;
Presant et al., 1986). A alta taxa de discordancia mostra a necessidade de marcadores

moleculares ou bioquimicos para aperfeicoar o diagnéstico histolégico convencional. Os
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fatores associados a um mau progndstico incluem idade do paciente (acima de 60 anos),
tumor grande (maior que 5 cm) ou alto grau histolégico (indice mitético, presencga de
hemorragia e necrose). Os STM de baixo grau, geralmente, sdo curdveis com a cirurgia;
enquanto os STM de alto grau sao associados com alta taxa de falhas no tratamento local
e aumento do potencial metastatico.

Um diagnéstico acurado é de fundamental importancia para a definicao do tra-
tamento em pacientes com STM. A terapia local consiste de cirurgia, ou esta combinada
com radioterapia, e este é o procedimento mais utilizado em pacientes com tumores meno-
res que Hcm e sem evidéncia de metastase. Em pacientes com STM de médio e alto grau,
além da cirurgia é recomendado tratamento adjuvante com quimioterapicos. Os STM
variam entre subtipos que respondem a quimioterapia ou sao resistentes a esta. Apenas
trés drogas sao associadas com resposta de 20% ou maior em pacientes com STM, sao
elas: doxorubicina, dacarbazina e ifosfamida (Cormier & Pollock, 2004).

A taxa de sobrevivéncia apds cinco anos de pacientes diagnosticados com STM
permanece entre 50 e 60% (Pollock, 2002). A maioria dos pacientes morre devido a
metastes que se tornam evidentes em dois ou trés anos apds o dignodstico inicial, isso
corresponde a 80% dos casos. Apesar da melhoria no tratamento de tumores locais, a
metastase e, consequente, morte permanecem um grande problema para pacientes com
STM de alto grau. Portanto uma forma adequada de determinacao do grau do tumor é

importante para um diagnostico correto e o encaminhamento para a terapia indicada.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Determinar se a presenca do canal de potassio Eagl é um marcador de malig-
nidade em tumores sélidos e qual o mecanismo pelo qual ele é capaz de induzir essa

malignidade.

2.2 Objetivos Especificos

e Determinar a distribuigao e a freqiiéncia da expressao do Eagl no tecido normal;

e Determinar a freqiiéncia da expressao do Eagl em tumores sélidos, principalmente

nos tumores do tipo sarcoma do tecido mole;

e Correlacionar a expressao do Eagl com fatores epidemiolégicos dos tumores do tipo

sarcoma de tecido mole;

e Determinar a freqiiéncia da expressao do Eagl em linhagens celulares derivadas de

sarcoma de tecido mole;

e Determinar o papel do Eagl no crescimento in vitro de linhagens celulares deriva-
das de sarcoma de tecido mole utilizando bloqueadores ou tratamento com RNA

interferéncia;
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e Definir a sensibilidade destas linhagens a quimioterapicos em presenga ou auséncia

de bloqueadores para Eagl ou tratamento com RNA interferéncia.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Analise de amostras clinicas

3.1.1 Coleta de material

As amostras de tecido normal e de tecido tumoral (todos os tumores sélidos com
excegao dos sarcomas de tecido mole) pertencem ao arquivo do Departamento de Patologia
do Hospital Universitario da Universidade Georg-August de Goettingen.

Uma selecao aleatoria foi realizada de acordo com o tipo dos tumores solidos. A
pesquisa dos sarcomas de tecido mole foi realizada no acervo do Instituto Nacional do
Cancer (INCa) entre os anos de 1997 a 2004. O sub-tipo de sarcoma foi determinado pela
equipe de patologistas do INCa através de avaliacao histolégica desses tumores durante
o diagnéstico. A presenca do Eagl foi avaliada através da técnica de imunohistoquimica
descrita na secao 3.1.3.

O tissue-array de amostras parafinadas foi adquirido da BioChain (Hayward,
CA, USA). As laminas utilizadas correspondem a: tecido normal (T8234708), diversos
tipos tumorais e o correpondente normal (T8235712 e T8235713), diversos tipos tumorais
(T8235715D), cancer de pulmao (T8235724), cancer de célon e o correspondente normal
(T8235790D) e cancer de mama (T8235721).

3.1.2 Descricao do anticorpo anti-Eagl de cadeia tinica

O anticorpo é uma proteina recombinante que contém um epitopo linear composto

de 10 aminoacidos, que reconhece a regiao do poro do canal Eagl, e esta acoplado a enzima
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fosfatase alcalina. O anticorpo possui reacao cruzada com tecido de camundongo e rato.

A especificidade do anticorpo foi testada por ELISA, Western-blot e BIAcore, re-
conhecendo a proteina Eagl recombinante, mas nao a proteina Eag2 em todas as técnicas.
O anticorpo foi cedido pela empresa de biotecnologia I0Gen (Goettingen, Alemanha).

Esse anticorpo foi utilizado apenas para os ensaios de imunohistoquimica descritos abaixo.
3.1.3 Imunohistoquimica

Os tumores selecionados foram recebidos ja incluidos em bloco de parafina. Os
cortes foram feitos na espessura de 0,3 a 0,4 pm em laminas previamente cobertas com
poli-lisina. Os cortes foram processados para desparafinizacao e re-hidratagao em banhos
de xilol e etanol.

A recuperacao antigénica foi feita em camara a vapor ou em micro-ondas em
presenca de tampao citrato pH 6,0 por 30 minutos. Apds esse procedimento, foi adicionada
sobre os cortes uma solu¢ao de BSA 10% em TBS por 30 minutos. O anticorpo para o
Eagl foi adicionado na titulagao de 1:100, e os cortes permaneceram a temperatura de
37°C por 2 horas. Ap0s esse periodo, os cortes foram lavados com &agua destilada e,
posteriormente, lavados 3 vezes por 3 minutos com tampao de detec¢ao (100mM Tris-
base, 100mM NaCl e 5mM MgCI2 com pH 8,8). Apds esse procedimento, foi adicionado
sobre os cortes BCIP/NBT, o substrato da fosfatase alcalina, por 20 minutos protegido
da luz. Os cortes foram lavados com agua destilada e imersos na solucao de Nuclear Fast
Red por 3 minutos para contra-corar. Os cortes foram processados para desidratacao em

banhos de etanol e xilol e as laminas montadas com bélsamo a base de xilol.
3.1.4 Avaliacao da marcacgao

A avaliagao da marcagao utilizada foi baseada no teste HercepTest para Her2/Neu.
Os valores foram determinados como 0 (quando menos de 10% das células tumorais foram

marcadas), 14+ (marcagao fraca em mais de 10% das células), 24 (marcagao intermedidria
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em mais de 10% das células) e 3+ (marcacao forte em mais de 10% das células). Foram
designadas as seguintes definigoes para cada valor de marcacao: negativa (0), positiva (1) e
altamente positiva (2 e 3). Cada lamina foi avaliada por dois observadores independentes.

Nao houve discordancia relacionada a marcagao.

3.2 Cultivo das linhagens

3.2.1 Descricao das linhagens derivadas de sarcoma

As células foram adquiridas do Banco de células alemao DSMZ (TE-671, A-204
e HT-1080; Braunschweig, Alemanha) e do Banco de células europeu ECACC (Hs 633t;
Salisbury, Reino Unido). As aliquotas congeladas foram colocadas em cultivo e essa
passagem foi designada como passagem zero (P0). Todas as células foram cultivadas
com meio (DMEM 1mg/ml glicose - TE-671, HT-1080 e Hs 633t; McCoy 5A - A-204)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e mantidas em estufa a 37°C com
atmosfera de 5% de CO,. As células foram tripsinizadas a cada 4-5 dias, para tanto a
monocamada foi lavada com PBS e foi adicionada tripsina (0,05% tripsina/0,02% EDTA).
As células foram testadas quanto a possivel contaminagdo por micoplasma (descrita na
se¢do 3.2.3) a cada trés meses. Na tabela 1 podemos ver as células estudadas, o tecido de

origem, além do tempo de duplicacao designado pelo banco de célula.

Célula  Tecido de origem Tempo de duplicagao [horas|

TE-671 Rabdomiossarcoma 45
A-204 Rabdomiossarcoma 30
HT-1080 Fibrossarcoma 30
Hs 633t Fibrossarcoma nd

Tabela 1: Linhagens celulares derivadas de sarcoma. As linhagens
celulares foram adquiridas de Banco de Células Europeus. A tabela mostra
a linhagem celular e o tecido de origem correspondente além do tempo de
duplicagao, com excecao da linhagem Hs 633t (nd - ndo determinado).
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3.2.2 Descricao das linhagens transfectadas com Eagl

As células foram cedidas pelo Prof. Dr. Walter Stithmer do Instituto Max-Planck
de Medicina Experimental (Goettingen, Alemanha). As aliquotas congeladas foram co-
locadas em cultivo e essa passagem foi designada como passagem zero (P0). Todas as
células foram cultivadas com meio (DMEM-F12 1:1 - HEK293-wild type HEK-wt] e
HEK?293 transfectada com Eagl [HEK-Eagl]; HAM-F12 - CHO transfectada com o vetor
ptracer ou com Eagl [CHO-pt ou CHO-Eagl]) suplementado com 10% SFB e mantidas
em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO,. As células foram tripsinizadas a cada

4-5 dias, para tanto a monocamada foi lavada com PBS e foi adicionada tripsina (0,05%

tripsina/0,02% EDTA).
3.2.3 Analise de contaminacao por Micoplasma

Amostras de sobrenadante das linhagens celulares foram coletadas das culturas
em confluéncia maxima. 100ul da amostra foram aquecidos a 95°C por 10 a 15 minutos e
centrifugados brevemente em microcentrifuga. Apods esse procedimento, foi adicionado ao
sobrenadante 10ul da resina StraraClean’™ (Stratagene, La Jolla, CA, EUA). O sobre-
nadante das amostras foi coletado apds breve centrifugagao e estocado a 4°C ou utilizado
imediatamente para deteccao de micoplasma por PCR. Na tabela 2 podemos encontrar a
descrigao dos reagentes utilizados na reacao de PCR.

As amostras foram submetidas a dois programas no termociclador: 1. um ciclo
com os seguintes paramentros: 2 minutos a 94°C, 2 minutos a 50°C e 2 minutos a 72°C
e 2. quarenta ciclos com os seguintes paramentros: 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 50°C
e 2 minutos a 72°C. Apds esse procedimento, as amostras foram analisadas atraves de
eletrofose em gel de agarose 1,5%. O resultado pode ser visto na figura 7 onde o controle
positivo possui um produto de PCR correspondente a 874 bp. A figura 7 representa
apenas um resultado representativo, e em nenhum momento foi encontrada contaminacao

por micoplasma nas células utilizadas neste estudo.
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Reagente Volume (ul)
Tampao de reacao (10x) 5
ANTP (10mM) 1
MgCly (50mM) 1,5

Taq DNA polimerase (5U/ul) 0,25
Primers (25uM) 1
Agua-DEPC 31,25
Amostra 10
Volume final 50

Tabela 2: Descricao dos reagentes utilizados para a deteccao de
micoplasma por PCR. O volume descriminado para os reagentes corres-
pondem a uma amostra.

Figura 7: PCR para deteccao de micoplasma. A figura mostra um
resultado obtido por PCR para detecgao de micoplsma. As linhas corres-
pondem: 1. Controle positivo (DNA de micoplasma), 2. Controle positivo
(célula contaminada), 3. Controle interno, 4. Controle negativo (dgua), 5.
HT-1080, 6. Hs 633t, 7. A-204, 8. TE-671, 9. Controle positivo (célula
contaminada) e 10. Padrao de pares de base (100bp).
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3.3 Transcrigao reversa - Reagao em cadeia da polimerase quan-
titativa (RT-qPCR)
3.3.1 Isolamento de RNA

O isolamento de RNA das amostras estudadas foi realizado com auxilio do kit
RNeasy (Qiagen GmbH, Hilden, Alemanha). As amostras foram lisadas com um tampao
contendo isotiocianato de guanidina e homogeinizadas. O etanol foi adicionado ao lisado,
criando condig¢oes que promovem seletivamente a ligagao do RNA a membrana de silica-gel
da coluna de purificacao, fazendo com que o RNA total permanega ligado & membrana e
os residuos contaminantes sejam eliminados através de centrifugagoes em microcentrifuga.
A amostra foi tratada com enzima DNase para degradagao do DNA genomico. Apds as
lavagens, RNA de alta qualidade foi eluido em dgua livre de RNase (Figura 8). A amostra

foi avaliada quanto a concentragao de RNA, pureza e integridade.

Procedimento-kit BNea=y

lise,
homogeinizagdo
e adigdo de

etanol

Coluna
MEESYE ligagéeo do BHA

& membrana

*

BNL total

Figura 8: Isolamento de RNA. A figura mostra os principais passos
para a purificagao de RNA de alta qualidade com o auxilio do kit RNeasy.
Adaptado do site www.qiagen.com
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3.3.2 Sintese de c-DNA

Foi adicionado as amostras 1ul de Oligo (dT)i2_15 € 4gua-DEPC de maneira
que a concentracao de RNA e o volume final da amostra fosse igual & 2,5ug/pul e 12ul,
respectivamente. A cada passo as amostras foram misturadas com auxilio de vortex e
coletadas através de breves centrifugagoes. A mistura de reagao foi aquecida a 70°C por
10 minutos e, rapidamente, esfriada com gelo por 1 minuto. A seguir foi adicionado
tampao de reacao contendo: 2ul do tampao de transcriptase reversa 10x concentrado, 2ul
de MgCly 25mM, 2ul de DTT 0,1mM e 1ul de ANTPs 10mM. A mistura de reagao foi
aquecida por 5 minutos e, logo apods, foi adicionado 1ul da enzima transcriptase reversa
ou agua-DEPC. Apéds a adicao da enzima ou agua, as amostras foram incubadas por 50
minutos a 42°C e, a seguir, 15 minutos a 70°C. Foi adicionado 1ul da enzima RNase para
degradacao do RNA presente nas amostras de maneira a evitar possiveis contaminacoes
nos ensaios de qPCR. A mistura de reacao foi incubada por 20 minutos a 37°C. Ao final
do procedimento foi adicionado 4pul de dgua-DEPC de maneira que o volume final de
reacdo consistiu em 25ul com concentracgao final de c-DNA igual a 0,1ug/pl. Todos os
reagentes utilizados para a sintese de c-DNA foram adquiridos na Invitrogen (Karlsruhe,

Alemanha).
3.3.3 Primers

A sequéncia dos primers utilizados nos ensaios de qPCR estd disposta na ta-
bela 3. A sonda foi desenhada de acordo com o sistema de deteccao TagMan onde a
molécula fluorescente (reporter; FAM or JOE) estd ligada covalentemente a porgao 5’ do
oligonucleotideo. Quando a sonda se encontra intacta, TAMRA (quencher) suprime a flu-
orescéncia do reporter pela energia de transferéncia do tipo Froester (FRET). As sondas
para os diferentes genes foi desenhada de maneira a se ligarem na molécula de DNA entre

0s primers senso e antisenso.
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Gene Primer Seqiiéncia

Senso 5-TCT GTC CTG TTT GCC ATA TGA TGT-3
5-(FAM) AAC GTG GA (Tamra) GAC GGC

Fagla Sonda ATC AGC AGC CT-3’
Antisenso 5-CGG AGC AGC CGG ACA A-3
Senso 5-CCC TCT GCT TTG TGG TGT CAG-3
- Sond 5-(FAM) CCC TTC CC (Tamra) AAA ATA
a8 onda GCC ACC ACC TCA-3’
Antisenso 5-CGG ACG TTC GCA CAT GC-3
Senso 5-CCA CAT CGC TCA GAC ACC AT-3

5-(FAM) AAT ACG ACC AAA TCC GTT
GAPDH  Sonda TCC GAC CT (Tamra)-3’
Antisenso 5-ACC AGA GTT AAA AGC AGC CCT G-3

Senso 5-GAC TTT GGA TCG GTT GGT GC-3
5-(Joe) TGA ATG GCT AGA GGG (Tamra)
TFR Sonda A CCT TTC GTC CC-3’
Antisenso 5-CCA AGA ACC GCT TTA TCC AGA T-3

Tabela 3: Sequéncia dos primers utilizados em qPCR. A sequéncia
dos primers senso e antisenso juntamente com a sonda do tipo TagMan
para cada gene estudado, i.e., Eagl (Eagla), Eag2, gliceraldeido-3-fostato
desidrogenase (GAPDH) e receptor de transferina (TFR).

3.3.4 PCR quantitativo (qPCR)

A reagao de PCR consistiu de quarenta ciclos com os seguintes paramentros: 2
minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C, 15 segundos a 56°C e 1 minuto a 60°C. A figura
9 representa o resultado obtido para o gene FAGIa, o exemplo utilizado corresponde
a linhagem CHO-Eagl. Os reagentes utilizados na reagao de qPCR estao descritos na
tabela 4.

Os valores correspondentes ao nimero de ciclos foram convertidos para niimero de
cépias por ul através de uma curva padrao realizada para cada gene. O valor de niimero

de copias por ul foi normalizado pelo obtido para o gene do receptor de transferrina em
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Reagente Volume (ul1)
Tampao Taq Man (10x) 1
dNTP* 1
MgCl, (25mM) 14
AmpErase (1U/pul) 0,2
AmpliTag-polimerase (5U/pul) 0,4
Primers’ 1
Agua-DEPC 4,2
Amostra 1
Volume final 10

Tabela 4: Descricao dos reagentes utilizados no ensaio de qPCR.
¢ ANTP- 2,5mM CTP, ATP e GTP e 5mM UTP.
b Concentracio inicial igual &: 900nM (senso e antisenso) e 250nM (sonda)

y o —— " i v
| I - I

Figura 9: Exemplo de resultado do qPCR. A figura mostra um resul-
tado obtido por qPCR para o gene Eagla da linhagem CHO-Eagl, onde os
tragos vermelho, amarelo e verde e os tragos azul, rosa e roxo correspondem
as amostras tratadas ou nao com transcriptase reversa, respectivamente. O
grafico mostra a intensidade de fluorescéncia detectada em cada ciclo de
reagao.

cada caso estudado.
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3.4 RNA Interferéncia (RNAIi)

3.4.1 Mecanismo de agao

A técnica de RNA interferéncia se baseia no silenciamento pés-transcripcional do
gene através da transfecgdo de pequenos RNA de dupla fita (siRNA). O siRNA se liga
ao complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC) que reconhece a seqiiéncia RNA

alvo e promove a sua degradacao (Figura 10, (Bantounas et al., 2004)).

siRNA rluplexﬂ

siRNA-protein complex (siRNP)
VIR rsc

ATP
RISC activation
ADP + P,

l siRNA-mediated target recognition

Figura 10: Mecanismo de agao da técnica de RNA interferéncia.
O siRNA se liga ao complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC)
que reconhece a seqiiéncia RNA alvo e promove a sua degradacao. Adap-
tado de http://www.weizmann.ac.il/home/csyakob. Acesso em 12/12/2005

3.4.2 Duplexes de siRNA

A seqiiencia dos siRNA utilizados nos ensaios de RNA interferéncia para Eagl
e Eag2 estd disposta na tabela 5. Além disso, como controle negativo foi utilizado uma

sequéncia de siRNA que nao possui similaridade com genes conhecidos (Yatabe et al.,
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Gene siRNA Seqgiiéncia Alvo Regiao de
anelamento
A TCG GCG GTC CAA TGA TAC TAA 102-122
Eagl B CTG AGA TAC TCA GGA TAT TAA 2810-2830
C TAC AGC CAT CTT GGT CCC TTA 726-746
D CCG GAA CCT GAT TCT GAC GTA 2031-2051
A CAA GGA TAT TAC GTT GTT CAA 384-404
Eag? B CGC CAT TAT GGT TCC TTA TAA 684-704
C CTC AAC ATG GTC CAT GTC AAA 1530-1550
D TAA GCT CAT AAG GAT GAA CTA 843-863

Tabela 5: A sequéncia alvo dos siRNA para Eagl e Eag2 estd mostrada
na tabela. Os siRNA foram adquiridos da empresa Qiagen GmbH.

2004; Koshiji et al., 2004). Essa sequéncia foi definida como scrambled.

3.4.3 Transfeccao com siRNA

Diferentes células possuem caracteristicas distintas, portanto nao foi possivel uti-
lizar um unico protocolo de transfeccao. Os protocolos foram otimizados para cada linha-
gem celular estudada e estao dispostos abaixo:

Linhagem HEK

As células foram plaqueadas 24 horas antes da transfeccao na concentracao de
10°células/ml em garrafa de 25cm?. Foram adicionados 15ul de Lipofectamine 2000 (In-
vitrogen) a 750ul de Optimen, e essa mistura foi designada como tubo 1 . Em um outro
tubo, siRNA para Eagl, Eag2, GAPDH ou scrambled foram adicionados a 750l de Opti-
mem na concentragao final de 25nM para cada siRNA (A, B, C ou D) ou 100nM quando
todos os siRNA foram usados em conjunto (A-D), e essa mistura foi designada como tubo
2. Ap6s incubagao de 15 minutos a temperatura ambiente (TA) do tubo 1, ambos os tubos
foram misturados e incubados por 25 minutos a TA. Foi adicionado 4,5ml de Optimen a
mistura contendo siRNA e lipofectamine e o volume final de 6ml foi aplicado as células.

O tempo de transfecgao foi de 4 horas.
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Linhagem TE-671 (rabdomiossarcoma) e HT-1080 (fibrossarcoma)

As células foram plaqueadas 24 horas antes da transfeccao na concentracao de
10°células/ml em garrafa de 25cm?. Foram adicionados 501 de Lipofectamine 2000 (In-
vitrogen) a 450ul de Optimen, e essa mistura foi designada como tubo 1 . Em um outro
tubo, siRNA para Eagl, Eag2, GAPDH ou scrambled foram adicionados a 500ul de Op-
timem, e essa mistura foi designada como tubo 2. Apds incubacao de 15 minutos a TA
do tubo 1, ambos os tubos foram misturados e incubados por 25 minutos a TA. Foi adi-
cionado 1ml de Optimen a mistura contendo siRNAs e lipofectamine e o volume final de
2ml foi aplicado as células. O tempo de transfeccao foi de 6 horas.

Linhagem Hs 633t (fibrossarcoma)

As células foram plaqueadas 24 horas antes da transfeccao na concentracao de
10°células/ml em garrafa de 25cm?. Foram adicionados 50ul de Oligofectamine (Invitro-
gen) a 200ul de Optimen, e essa mistura foi designada como tubo 1 . Em um outro tubo,
siRNA para Eagl, Eag2, GAPDH ou scrambled foram adicionados a 250ul de Optimem,
e essa mistura foi designada como tubo 2. Apds incubagao de 15 minutos a TA do tubo
1, ambos os tubos foram misturados e incubados por 25 minutos a TA. Foi adicionado
1,5ml de Optimen a mistura contendo siRNA e oligofectamine e o volume final de 2ml foi
aplicado as células. A transfecgao foi realizada over-night.

Linhagem A-204 (rabdomiossarcoma)

As células foram plaqueadas 24 horas antes da transfeccao na concentracao de
10°células/ml em garrafa de 25cm?. Foram adicionados 251 do reagente de transfecgao
Dharmacon 2 (Dharmacon, Chicago, IL, EUA) a 225ul de Optimen, e essa mistura foi
designada como tubo 1 . Em um outro tubo, siRNA para Eagl, Eag2, GAPDH ou
scrambled, e essa mistura foi designada como tubo 2. Apds incubagao de 10 minutos a
TA do tubo 1, ambos os tubos foram misturados e incubados por 20 minutos a TA. Foi

adicionado 1,5ml de Optimen a mistura contendo siRNA e dhamacon 2 e o volume final
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de 2ml foi aplicado as células. A transfeccao foi realizada over-night.

3.5 Deteccao do Eagl por western-blot

Para obter os lisados, as células foram cultivadas em garrafas de 175 cm? até a
confluéncia méaxima e raspadas com rubber policeman. A amostra foi lavada por 3 vezes
com PBS e lisada com tampao de lise nao desnaturante (1% Triton-X100, 300mM NaCl,
S5mM EDTA e 50mM Tris-HCI com pH 7,4). A amostra foi centrifugada por 15 minutos
a 16.200rpm e o sobrenadante coletado. A concentracao de proteina foi determinada pelo
método de BCA (Pierce, Bonn, Alemanha).

A amostra foi desnaturada por aquecimento a 99°C por 10 minutos com tampao
Laemmli e separada por SDS-PAGE (gel de poliacrilamida 7,5%). A transferéncia para
membrana de nitrocelulose foi realizada a TA em tampao de transferéncia (10mM NaHCOj3,
3mM NayCOg, 0,01% SDS e 20% metanol) com agitacao constante seguindo os parametros:
10V, 10 minutos; 20V, 10 minutos; 30V, 10 minutos; 40V, 10 minutos e 50V, 25 minutos.
As membranas foram incubadas por 1 hora com 1% caseina em TBS-T (0,15M NaCl,
20mM Tris-HCI com pH 7,5 e 0,05% Tween 20). O anticorpo primario (anti-Eagl.9391
[1:100] e anti-GAPDH [1:4.000]) foi diluido em 1% caseina em TBS-T e a membrana foi
incubada por 2 horas a TA com agitacao constante. A membranda foi lavada 5 vezes
com 100ml de dgua destilada, e posteriormente com TBS-T por 5 minutos. O anticorpo
secundéario acoplado com peroxidase (1:10.000) foi diluido em 1% caseina em TBS-T e a
membrana foi incubada por 1-2 horas a TA com agitacao constante. A membranda foi
lavada 7 vezes com 100ml de dgua destilada, e posteriormente com TBS-T por 5 minutos.

A membrana foi revelada utilizando o sistema enzimatico ligado a quimioluminescéncia

(kit ECL, PerkinElmer Life Sciences, Wellesley, MA, EUA). O filme de raio X foi impres-
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sionado e revelado (Napp et al., 2005).

3.6 Analise Funcional

3.6.1 Aspectos gerais da citometria de fluxo

As medidas foram realizadas em citometro de fluxo FACSAria Becton Dickinson
(Becton Dickinson - Heidelberg, Alemanha) equipado com trés lasers nos seguintes com-
primentos de onda: 407, 488 e 633 nm. Este equipamento permitiu a leitura simultanea
do espalhamento frontal de luz (foward-scatter - FSC) e do espalhamento de luz cole-
tada a 90° (side-scatter - SSC). Anti-Eagl conjugado com quantum dots foi excitado em
488nm e a fluorescéncia emitida captada no detector com filtro de 695/40nm e espelho
dicréico de 556nm. O iodeto de propideo foi excitado em 488nm e a fluorescéncia emitida
foi captada no detector com filtro de 695/40nm e espelho dicréico de 655nm ou 610/20 e
espelho dicréico 595nm. Anexina-FITC foi excitado em 488nm e a fluorescéncia emitida
foi captada no detector com filtro de 530/30nm e espelho dicréico de 502nm.

Os dados coletados foram analisados usando o programa BD FACSDiva (Becton
Dickinson). Todas as medidas foram efetuadas na temperatura de 4°C, com excecao das
amostras para determinacao de apoptose cuja as medidas foram efetuadas a 37°C. Todos
os eventos (10.000) observados durante o processo de aquisi¢ao foram analisados, sendo

utilizadas regides (gates) para exclusao ou inclusao de dados.
3.6.2 Deteccao do Eagl por citometria de fluxo

As células foram transfectadas com siRNA scrambled e Eagl, e apés 4 horas foram
distribuidas em placa de 6 pogos. Em tempos determinados (24-144 horas) as células foram
tripsinizadas e lavadas duas vezes com PBS. Ao precipitado foi adicionado 100ul de uma
solugao contendo: 0,1% saponina em PBS e anti-Eagl quantum dots (diluigao 1:500) e a

amostra incubada por 2 horas a 4°C. A amostra foi lavada 2 vezes com 0,1% saponina em
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PBS e ressuspendida em 1ml de PBS em tubo préprio de citometria.

O anticorpo anti-Eagl conjugado com quantum dots é uma mistura do anti-
Eagl.33 e anti-Eagl.62 (Hemmerlein et al., a). Quantum dots sdo semicondutores de
nanocristais e possuem tamanho que pode variar entre alguns nanometros ou algumas
centenas de nandometros. A cor do quantum dot varia conforme o tamanho, quanto maior
o quantum mais proximo do vermelho ele serda e quanto menor, mais proximo do azul.
Além disso a molécula de quantum dots pode ser excitada por um amplo espectro de luz
mas emite a fluorescéncia em uma faixa muita restrita, além de serem bastante estaveis o
que torna essas moléculas excelentes ferramentas para a microscopia e citometria de fluxo

(Michalet et al., 2005).
3.6.3 Ensaio de viabilidade celular por citometria de fluxo

As células foram tripsinizadas nos tempos determinados e lavadas 2 vezes com
PBS. O precipitado foi ressuspendido em PBS na concentracao final de 10° células/ml.
Aliquotas de 1ml foram colocadas em tubos para citometria e foram adicionados 2ul de
iodeto de propideo (100ug/ml). Os tubos foram acondicionados a 4°C e as amostras foram

lidas no citometro de fluxo.
3.6.4 Ensaio de morte celular por citometria de fluxo

As células foram tripsinizadas nos tempos determinados e lavadas 2 vezes com
PBS. O precipitado foi ressuspendido em tampao de ligacao (140mM NaCl, 2,5mM CaCly,
10mM Hepes com pH 7,5) na concentragao final de 10° células/ml. Aliquotas de 100ul
foram colocadas em tubos para citometria e foram adicionados 5ul de Anexina-FITC e
2pl de iodeto de propideo (100ug/ml). Apés incubagao de 10 minutos protegido da luz,
foram adicionados 400ul do tampao de ligacao e as amostras foram lidas no citometro de

fluxo.
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3.6.5 Ensaio de determinacao do ciclo celular por citometria de fluxo

As células foram tripsinizadas nos tempos determinados e lavadas 2 vezes com
PBS. O precipitado foi ressuspendido em PBS na concentracao final de 10° células/ml.
Aliquotas de 0,5ml foram colocadas em tubos para citometria e foram adicionados 25ul de
iodeto de propideo (1mg/ml), 25ul de Saponina 6% e 10ul de RNAse (10mg/ml). Apds
incubagao de 15 minutos a 4°C protegido da luz as amostras foram lidas no citometro de

fluxo.
3.6.6 Ensaio MTT

Para os ensaios de viabilidade, as células foram plaqueadas a uma densidade
de 10* ou 5x10* células/ml e o MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2]-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) na concentracdo de 5 mg/ml foi adicionado & cultura nos tempos indicados.
Apés 4 horas, a reacdo foi paralizada usando 100ul do revelador (10% SDS em 0,01 N
HCI). A leitura foi realizada em filtro de 570nm apds incubacao over night (Mosmann,

1983).
3.6.7 Determinacao do IC50 do quimioterapico doxorubicina

As células foram plaqueadas a uma densidade de 10* ou 5x10* células/ml e varia-
das concentragoes de doxurubicina (0-1xM) foram adicionadas. Apés 96 horas na presenga
ou auséncia de bloqueadores (imipramina e astemizol) ou apds transfecgdo com siRNA,
foi realizado o ensaio MTT e os dados coletados foram tratados pelo programa GraphPad
Prism v4.0. Os valores de 1Cs5, foram definidos através de fitting de uma curva sigméide

dose-resposta com inclinagao variavel.
3.6.8 Farmacos

Os farmacos imipramina e astemizol (Sigma, Seelze, Alemanha) foram utilizados

nos ensaios de MTT e de determinacao do ICsq de doxorubicina. A concentragao final foi
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igual a 1uM para astemizol e 10uM para imipramina.

3.7 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism v4.0.
Diferencas entre expressao do Eagl e sexo, idade, tamanho, grau, histologia e localizagao
do tumor foram calculadas usando o teste chi-quadrado (teste x?). O teste t nao pareado

foi utilizado para comparagoes entre cada tratamento e o seu respectivo controle.
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4 Resultados

4.1 Distribuicao do Eagl em tecido normal

As amostras de diferentes tipos de tecido normal foram analisadas por imunohis-
toquimica para determinacao da expressao do Eagl. Na tabela 6 podemos ver a intensi-
dade de expressao do Eagl nos diferentes tecidos. Para quantificar a marcacao do Eagl,
foi utilizada uma adaptacao simplificada da quantificagao do HER2 que ¢é usada rotinei-
ramente no diagndstico do cancer de mama (HercepTest), que classifica as amostras em
0, 14, 24 e 3+ em funcao do nimero de células marcadas e da intensidade da marcagao
por célula (secao 3.1.4). Foram designadas as seguintes defini¢oes para cada valor de
marcagao: negativa (0), positiva (1) e altamente positiva (2 e 3).

No tecido normal, a expressao do Eagl foi considerada negativa mas em alguns
casos obtivemos positividade em populacoes especificas dentro do tecido estudado. No
trato gastro-intestinal, somente as células fonte da glandula gastrica foram consideradas
altamente positivas, as células parietais da glandula gastrica, bem como, a superficie
epitelial gastrica, o intestino grosso e o apéndice se mostraram positivos para Eagl. As
glandulas acessérias do sistema digestivo, como a vesicula biliar e as células do acino
pancreatico também foram consideradas positivas.

No sistema reprodutor feminino, o epitélio ectocervical, a trompa de falopio, a
glandula mamaéria e o estroma do ovério foram considerados positivos, enquanto que o
epitélio endometrial e o epitélio folicular do ovério se mostraram altamente positivos para

Eagl. A expressao do Eagl foi considerada altamente positiva no trofoblasto, mas o es-



Tecido EXE:;SlsaO Tecido Exggzslsao

Esofago 0 Glandula mamaria 1

Glandula salivar 0 Epitélio do ovario 0

Superficie epitelial gastrica 1 Estroma do ovario 1

C(Elulas mu/cosgs da 0 Epitélio folicular do ovério 2

glandula géastrica

Cezlulas pa1t1etz?418 da 1 Estroma da placenta 0

glandula géstrica

Clelul.as fonte da glandula 9 Trofoblasto 9

gastrica

Duodeno 0 Alvéolo pulmonar 0

. N Glandula submucosa

Intestino grosso, apéndice 1 0
pulmonar

Figado 0 Epitélio bronquico 0

Ducto bilial, vesicula biliar 1 (.Jen/t to germinativo, 1
linfécitos

Ducto pancreatico 0 'meomtos. da area 0
Intergerminativa

Pancreas endécrino 0 Plasmoécitos 2

Acino pancreatico 1 Macrofagos 2

Epitélio tubular renal 0 Timo (linfécito e epitélio) 0

Ducto coletor renal 0 Epiderme 1

Ep'lt(’eh'o transitorial 0 Apéndices epidermais 1

urindrio

Eplte%l(? da glandula 0 Glandula adrenal 0

prostatica

Estroma da proéstata 0 Tiredide 0

Vesicula seminal 0 Paratiredide 1

Células Sertoli 0

Células Leydig 0

Espermatogenese 0

Epitélio endocervical 0

Epitélio ectocervical 1

Estroma endometrial 0

Epitélio endometrial 2

Miométrio 0

Trompa de falépio 1

Tabela 6: Distribuicao e expressao do Eagl em tecido normal. A
intensidade de marcagao igual a 0 foi considerada negativa, 1 foi considerada
como positiva, e 2 ou 3 como altamente positiva. (n=157)
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troma da placenta se mostrou completamente negativo. No sistema reprodutor masculino,
todos os tecidos foram negativos para Eagl.

No sistema imunolégico, os macréfagos e os plasmocitos se mostraram altamente
positivos ao contrario dos linfocitos do centro germinativo. A epiderme e as apéndices epi-
dermais se mostraram positivos para Eagl. A tiredide foi considerada negativa, enquanto
que a paratiredide se mostrou positiva para Eagl. Outros érgaos foram considerados
negativos.

Na tabela 6 podemos ver a descricao detalhada da distribuicao e da expressao do
Eagl nos diferentes tecidos mostrando que o Eagl tem a sua expressao restrita a algumas

populagoes celulares além do sistema nervoso central.

4.2 Expressao do Eagl em tecido tumoral

Na tabela 7 podemos ver os diferentes tipos de tumores sélidos e a freqiiéncia de
casos positivos para Eagl que foram analisados por imunohistoquimica. A freqiiéncia da
expressao do Eagl varia entre 43% (carcinoma de esofago) a 82% (carcinoma de mama),
entre os tumores nos quais a freqiiéncia ficou em 100% se encontram o carcinoma da
vesicula biliar, pancreatico, de prostata e melanoma maligno com nimero de casos estu-
dados igual a 1.

Alguns tumores de relevancia epidemiolégica como carcinoma de célon (40 ca-
sos) e de mama (116 casos) mostraram uma alta freqiiéncia de expressao, 78 e 82%,
respectivamente. Além do elevado nimero de casos positivos, a intensidade da marcagao
foi predominantemente altamente positiva quando comparado ao tecido normal cognato
(intestino grosso e glandula mamadria). Juntamente com os dados referentes a outras
neoplasias, podemos ver que existe uma alta freqiiéncia de imunoreatividade para Eagl
quando comparamos tecido normal e tecido tumoral.

Além das amostras obtidas no arquivo do Departamento de Patologia do Hospital
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Expressao Eagl

Tumor Casos (N) % Positivo
Carcinoma de esofago 12 66
Carcinoma gastrico 14 43
Carcinoma de colon 40 78
Carcinoma hepatocelular 8 67
Carcinoma da vesicula biliar 1 100
Carcinoma pancreatico 1 100
Carcinoma celular renal 9 67
Carcinoma celular transicional 6 66
Carcinoma de prostata 1 100
Carcinoma de mama 116 82
Carcinoma de bronquio 73 56
Carcinoma papilar da tiredide 3 66
Melanoma maligno 1 100
Total 286 71

Tabela 7: Expressao do Eagl em diferentes tipos de tumores
s6lidos. A tabela mostra o ntimero de casos para cada tipo de tumor
e o percentual de tumores positivos para o Eagl.

Universitatio da Universidade Georg-August de Goettingen, nds utilizamos tissue-array
contendo amostras de tecido normal e tumoral. A analise da freqiiéncia dos casos positivos
por imunohistoquimica nessas amostras mostrou que a maioria dos tumores possui alta
expressao do Eagl (Figura 11). No caso do tecido normal, a distribui¢ao da freqiiéncia
entre os trés niveis de expressao foi homogénea.

A alta freqiiéncia de sinais positivos do tissue-array no tecido normal pode ser
devido a fixacao do tecido ser menos controlada, ja que nesse caso as amostras geralmente
sao derivadas de necrépsias. No caso das amostras de bidpsias ou de material cirtirgico
obtidas no arquivo do Departamento de Patologia do Hospital Universitatio da Universi-
dade Georg-August de Goettingen passam por um processo de fixacao mais controlado,
como € o caso das amostras de tumores que constituem o tissue array. Desse forma po-

demos concluir que a preservacao da amostra é de extrema importancia para a marcacao
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Figura 11: Histograma da expressao do Eagl em amostras de
tissue-array. A expressao do Eagl em tecido normal (barra branca) e em
tecido tumoral (barra negra). As amostras de tecido tumoral mostram alta
expressao do Eagl, enquanto que as amostras de tecido normal mostram
uma distribuigao homogénea nos trés niveis de expressao.

4.3 Expressao do Eagl em pacientes com sarcoma do tecido
mole

Amostras de 210 pacientes diagnosticados com sarcoma do tecido mole foram
selecionadas para avaliagao da expressao do Eagl por imunohistoquimica. Uma alta po-
sitividade foi observada entre as amostras estudadas. A expressao para Eagl foi exclusi-
vamente citoplasmatica mostrando uma marcagao perinuclear (Figura 12). A intensidade
da marcacao foi geralmente homogénea dentro do caso testado. A marcagao para Eagl
foi predominante em células tumorais quando comparado as células normais. O tecido
normal dos pacientes também foi analisado e em todos os casos foi observada a auséncia
ou uma fraca marcacao. Na figura 12 podemos observar a marcacao do Eagl em dois

casos estudados: rabdomiossarcoma (A) e fibrossarcoma (B).
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Figura 12: Padrao de expressao do anti-Eagl em sarcoma de te-
cido mole. Exemplo da marcacao para Eagl em dois tipos de sarcoma
de tecido mole: (A) fibrossarcoma mixéide e (B) rabdomiossarcoma. A
expressao para Eagl foi exclusivamente citoplasmética com marcacao peri-
nuclear (C, D; setas). A marcacao para Eagl foi predominante em células
tumorais quando comparado as células normais. Aumento: x200 (A, B) e
x600 (C, D).

Ao analisar a freqiiéncia de casos positivos para Eagl, foi observado uma cor-
relacdo entre o ano de coleta da amostra e a freqiiéncia de casos positivos. A figura 13
insert mostra a distribuigao dos tumores positivos para Eagl versus o ano de coleta da
amostra (1997-2004). A maioria dos casos estudados, entre os anos de 1997 e 2000, se
mostrou negativa, enquanto 65% dos casos de 2001 se mostraram positivos. O niimero
limitado de casos no ano de 2002 nao nos permitiu fazer uma analise mais detalhada, mas
70% dos tumores nos anos de 2003 e 2004 se mostraram positivos. Quando analisamos o
tempo entre o processamento das amostras e a realizacao da imunohistoquimica, vimos

que tumores processados em até 2 dois anos anteriores a marcagao podem ser utilizados
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j& que neste caso o antigeno se encontra estavel (Figura 13). Apesar do antigeno para
Eagl degradar em amostras processadas mais antigas que trés anos, no tempo estudado
(6 anos) a freqiiéncia de casos positivos para Eagl nessas amostras ficou em torno de 20%.
A analise dos dados sugere que o antigeno para Eagl nao é bem conservado ao longo dos
anos, ocorrendo uma possivel degradacao do epitopo nos blocos parafinados, e que essa
degradacao nao é completa ja que ainda podemos detectar o Eagl em 20% das amostras
mais antigas que trés anos. Devido a essa propriedade do Eagl, nao foi possivel realizar

estudos retrospectivos.
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Figura 13: Curva de degradacao do antigeno para Eagl ao longo
do tempo. O percentual de tumores positivos para Eagl diminui apds
trés anos em que a amostra foi processada, indicando que o antigeno para
Eagl nao é estavel em tecidos parafinados. No insert podemos ver que
o percentual de tumores positivos para Eagl aumenta ao longo dos anos
(1997-2004). O numeros indicados representam o nimero de casos testados
para cada ano.
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Para a andlise quantitativa descrita neste estudo foram utilizadas somente amos-
tras obtidas de 119 pacientes que sofreram cirurgia em 2003 e 2004. A tabela 8 sumariza
as caracteristicas clinico-patoldgicas das amostras assim como a expressao do Eagl. A
freqiiéncia da expressao do Eagl em sarcomas de tecido mole foi de 71% com os valores
variando entre 56% (lipossarcoma) a 82% (rabdomiossarcoma). Nao foi encontrada ne-
nhuma associacao entre a expressao do Eagl e fatores epidemioldgicos tais como: sexo,
idade, grau, tamanho e localizacao do tumor. A expressao do Eagl em tumores primarios
ou em metastases (75 and 85%, respectivamente) foi maior quando comparado as recidivas
(56%), mas essa diferenga nao alcangou significancia estatistica.

Utilizando o sistema de quantificacao HercepTest foi observado que 57 pacien-
tes (47% da populacdo total) possuem expressao altamente positiva enquanto que 39
pacientes possuem expressao positiva (Tabela 9). Nenhum dos dois grupos mostrou cor-
relacao com os fatores epidemioldgicos estudados, mas foram observadas diferencgas entre
os tipos histoldgicos (Tabela 9). Rabdomiossarcoma e sinoviossarcoma apresentaram alta
expressao do Eagl (100% e 88% dos tumores (p < 0,01), respectivamente). Os outros
tipos histologicos tiveram distribuicao homogénea entre expressao positiva e altamente

positiva do canal.

4.4 Expressao do Eagl em células derivadas de sarcoma de te-
cido mole

Linhagens celulares derivadas de sarcoma de tecido mole foram selecionadas como

modelo para estudos in vitro. Como primeiro passo, foi estabelecida a presenca dos canais

Eagl e Eag2 ao nivel de RNA mensageiro (mRNA). As células que nao expressam Eagl

ou Eag2 possuem um numero reduzido de copias de mRNA, na faixa de 0,3 cépias por

103 células. Na tabela 10 podemos observar a expressaio de mRNA para Eagl e Eag2

e para o receptor de transferrina (TFR) (controle interno), determinada por qPCR. As
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Nimero de

Expressao do

tumores (%) Eagl (%)

Sexo

Masculino 54(45%) 35(65%)

Feminino 67(55%) 51(76%)
Idade (anos)

<14 11(9%) 9(82%)

15-34 19(16%) 14(74%)

35-64 65(54%) 46(71%)

> 65 26(21%) 17(65%)
Histologia

Fibrossarcoma 12(10%) 8(67%)

Leiomiossarcoma 26(22%) 19(73%)

Lipossarcoma 32(26%) 18(56%)

Fibrohistiocitoma Maligno 22(18%) 18(81%)

Rabdomiossarcoma 17(14%) 14(82%)

Sinoviossarcoma 12(10%) 9(75%)
Grau

Baixo 70(58%) 49(70%)

Moderado 23(19%) 15(65%)

Alto 28(23%) 21(75%)
Tamanho

<5cm 74(61%) 52(70%)

> 5 cm 47(39%) 33(70%)
Localizacao

Primdrio 76(63%) 57(75%)

Recidiva 32(26%) 18(56%)

Metdastase 13(11%) 11(85%)
Total 121 86 (71%)

Tabela 8: Caracteristicas clinico-patolégica dos pacientes e ex-
pressao do Eagl. Os resultados representam o nimero de casos estudados
e, em parénteses, o nimero percentual em relacao a populacao total.
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Histologia Positivo  Altamente Positivo
Fibrossarcoma 4(50%) 4(50%)
Leiomiossarcoma 9(48%) 10(52%)
Lipossarcoma 5(28%) 13(72%)
Fibrohistiocitoma Maligno 10(56%) 8(44%)
Rabdomiossarcoma 0(0%) 14(100% )
Sinoviossarcoma 1(12%) 8(88% )

Total 29 o7

Tabela 9: Associagao entre histologia e expressao do Eagl. Os
resultados representam o nimero de casos estudados e, em parénteses, o
nimero percentual em relacdo & populacdo total. A marcacao igual a 1 foi
considerada positiva e 2 ou 3, altamente positiva.x p<0,01

células derivadas de fibrossarcoma expressam tanto Eagl quanto Eag2 enquanto as células
derivadas de rabdomiossarcoma somente expressam mRNA para Eagl.

Normalizando os dados obtidos para Eagl pelo TFR, o ntimero de cépias por 103
células passa a ser igual a: TE-671, 0,124; A-204, 0,104; HT-1080, 0,024 e Hs 633t, 0,023.
O numero de copias para Eagl presente nas células derivadas de rabdomiossarcoma é em

torno de 2,5 vezes maior do que nas células derivadas de fibrossarcoma.

Célula Eagl Eag2 TFR Eagl/TFR
Rabdomiossarcoma

TE-671 373,1 £ 0,7 0,0004 4+ 0,009  2997.,5 + 0,6 0,124
A-204 306 £ 0,6 0,0003 + 0,01 29239 + 0,7 0,104
Fibrossarcoma

HT-1080 1414 +£ 0,5 65,2 + 0,6 5891,5 + 0,9 0,024

Hs 633t 1474 £ 0.9 74,7 £ 0,8 6255,7 + 0,9 0,023
Epitelial

CHO-pt 0,29 £+ 0.8 0,0005 + 0,001 - -
CHO-Eagl 39326 + 0,8 0,0003 + 0,001 - -

Tabela 10: Expressao do Eagl, Eag2 e TFR por qPCR. Os resulta-
dos mostram o niimero de cépias de mRNA por 10? células e representam
a média e erro padrao de quatro experimentos (n=3).
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O fato de termos expressao ao nivel de RNA nao significa que exista expressao
da proteina de um determinado gene. Para analisar a expressao do Eagl ao nivel proteico
utilizamos a metodologia de western-blot descrita na segao 3.5. Como podemos observar
na figura 14 todas as células derivadas de sarcoma possuem duas bandas correspondentes
aos dois estados de modificacao pds-transducional do canal Eagl descritos (Napp et al.,
2005). Para detectar Eagl nas células derivadas de sarcoma foi preciso adicionar 100ug
de proteina total, enquanto que para as células HEK-wt e HEK-Eagl foram adicionados
apenas 20ug de proteina total. Podemos observar essa diferenca no conteiido protéico
total quando analisamos o blot para GAPDH (Figura 14).

A analise semi-quantitaiva do blot para Eagl mostrou que as células A-204, HT-
1080 e Hs 633t possuem a mesma distribuicao entre as duas formas de Eagl (51 e 49%)
enquanto as células TE-671 e HEK-Eagl possuem uma maior quantidade da forma de alto
peso molecular (57%). Quando comparamos a expressao do Eagl nas células derivadas de
sarcoma podemos observar que as células derivadas de rabdomiossarcoma possuem uma

maior expressao do Eagl.
Hs633t  HT-1080  A-204 TE-671 HEK-wt  HEK-Eag1
e 130KDa
- == T .

i S —— T S—

Eag1

GAPDH

Figura 14: Expressao do Eagl por western-blot. No blot para Eagl
podemos observar duas bandas correspondentes aos dois estados de modi-
ficacao pds-translacional em todas a células testadas, com excecao da célula
HEK-wt. No blot para GADPH podemos observar uma banda em todas as
linhagens testadas.
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4.5 Inibicao da expressao do Eagl por RNA interferéncia

A metodologia de RNA interferéncia foi testada em células HEK-Eagl. A cinética
de degradacao do Eagl foi testada utilizando-se a técnica de qPCR. Estudos realizados em
nosso laboratorio mostraram que apods o tratamento com RNA interferéncia, foi observado
uma redugao significativa do mRNA para Eagl nas primeiras 24 horas. A redugao do
mRNA para Eagl se manteve em torno de 50% até 72 horas, tempos superiores nao
foram testados. A célula HEK-wt também foi testada quanto a degradacao do Eagl
provocada por RNA interferéncia, neste caso nao obtivemos variacao do nivel de mRNA
ao longo do tempo j& que esta linhagem nao possui transcritos para o canal (Weber et al.,
2006).

A analise da proteina total por citometria de fluxo mostrou uma reducao de
40% nas primeiras 24 horas. A reducao aumenta para 60% em 48 e 72 horas, apds 96
horas comecamos a observar uma pequena recuperacao da proteina que atinge 80% de
recuperacao em 144 horas (figura 15).

A reducao de 50% do mRNA para Eagl é seguida pela reducao ao nivel protéico
nas primeiras 24 horas. Entre 48 e 72 horas a redugao é mantida tanto ao nivel de mRNA
quanto ao nivel protéico. Apds 96 horas a célula comeca a recuperar o Eagl ao nivel
protéico. Podemos esperar, pelos dados obtidos para proteina, que a partir de 96 horas

devemos esperar também uma recuperacao ao nivel de mRNA.

4.6 Caracterizacao funcional do Eagl em células derivadas de
sarcoma

4.6.1 Rabdomiossarcoma - TE-671

A célula TE-671 foi transfectada com diferentes siRNA para GAPDH, Eagl e
Eag2 e testada quanto ao conteido de mRNA e a proliferacao. Em todas as transfecgoes

foram utilizados siRNA para GAPDH (controle positivo) e scrambled (controle negativo).
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Figura 15: Curva de reducao da proteina total analisada por cito-

metria de fluxo. Células HEK-wt e HEK-Eagl foram transfectadas com

siRNA scrambled ou Eagl C e testadas quanto ao conteudo de proteina to-

tal por citometria de fluxo com anti-Eagl conjugado com quantum dots. Os

dados apresentados foram normalizados pelo dados obtidos apds transfeccao

da célula HEK-Eagl com siRNA scrambled. Os resultados representam a

média e erro padrao de quatro experimentos.
Foram testados quatro tipos de siRNA que reconhem partes distintas da molécula de RNA
para Eagl e Fag2 (Tabela 5). O ntimero de cépias de mRNA para GAPDH e Eagl foi
monitorado através de qPCR. Todos os valores obtidos foram normalizados pelo controle
interno, que no nosso caso foi o receptor de transferrina (TFR).

Na figura 16 podemos observar os valores normalizados para Eagl (A) e GAPDH

(B) pela amostra tratada somente com o reagente de transfeccao (lipofectamine). A
transfecgao com o siRNA Eagl C reduziu o nimero de cépias por ul em 74% (p < 0,0001),
enquanto os siRNA Eagl A, B e D reduziram o mRNA em 18, 45 e 7%, respectivamente. A
maior reducao (90%, p < 0,0001) ocorreu quando todos os siRNA para Eagl (A-D) foram
utilzados na concentragao final de 100nM, o resultado final foi a adicao dos resultados

obtidos com os siRNA Eagl A, B e C (25nM cada). A adicao de siRNA para Eag2 (A-D),

GAPDH e scrambled nao modificou o nimero de copias por ul de mRNA para Eagl.
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Figura 16: Curva da expressao do mRNA para Eagl na célula
TE-671. O ntmero de cépias para Eagl (A) e GAPDH (B) foi determi-
nado através de qPCR na presenca de diferentes siRNA, incluindo GAPDH,
scrambled, Eagl e Eag2 apds 24 horas. Os valores foram normalizados pelo
veiculo de transfecgao (Lipofectamine). Os resultados representam a média
e erro padrao de trés experimentos (n=3). *** p < 0,0001, ** p < 0,001
e *p<0,05
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Nao foi monitorado mRNA para Eag2 nesta amostra pois como observado anteriormente
na tabela 10, a célula TE-671 ndo possui mensagem para este canal. Na figura 16 (B)
podemos observar que a reducao do nimero de cépias por ul para GAPDH foi de 76%

(p < 0,0001). A adi¢do dos outros siRNA nao modificou a expressao de mRNA para

GAPDH.
Eag2 (A-D)-
Eag1 (A-D)- *x
Eag1 D
Eag1 C+ =

Eag? - —
Eag1 A-  —
Scrambled- :'
Nao Tratado |—|:
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siRNA
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Figura 17: Inibicao da proliferacao da célula TE-671 por RNA in-
terferéncia. A proliferacao foi determinada através da técnica de MTT,
96 horas apés a transfeccao com os diversos siRNA. Os valores foram nor-
malizados pelo veiculo de transfeccao (Lipofectamine). Os resultados repre-
sentam a média e erro padrao de trés experimentos (n=4). ** p < 0,0001
e * p < 0,001

A proliferacao da célula TE-671 foi monitorada utilizando-se a técnica do MTT
(secao 3.6.6). Como podemos observar na figura 17, a transfec¢do com o siRNA Eagl
C inibiu a proliferagao em 54% (p < 0,001) apés 96 horas, enquanto os siRNA Eagl A,
B e D inibiram a proliferacao em apenas 19, 25 e 27%, respectivamente. A utilizacao
de todos os siRNA reduziu a proliferagdo em 55% (p < 0,0001) e a adigdo do siRNA
GAPDH foi capaz de reduzir a proliferacao da célula TE-671 em 60% (p < 0,0001, Figura

17). Podemos notar que a reducao observada para GAPDH é comparavel com a redugao

observada para Eagl.
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Nao houve diferenca estatistica entre os siRNA Eagl A, B e D em relagao a
inibigao da proliferagao da célula TE-671. Portanto a eficiéncia na reducao no nimero de
cépias por ul do mRNA para Eagl nao reflete necessariamente em uma mesma eficiéncia
na inibicao da proliferacao celular. Como visto previamente, obtivemos diferentes niveis
de redugao do mRNA para Eagl quando as amostras foram tratadas com os siRNA Eagl
A, B e D (Figura 16).

Para analisar mais detalhadamente o bloqueio da proliferacao por RNA inter-
feréncia na célula TE-671, realizamos ensaios para determinacao de morte e ciclo celular.
Nesses ensaios foram comparados apenas células transfectadas com os siRNA scrambled e
Eagl C. Na figura 18 podemos observar histogramas das fases do ciclo celular representa-
tivos de células transfectadas com scrambled (A) e Eagl C (B) apds 96 horas. A figura 18
C mostra que nao hé diferengas entre as fases do ciclo celular quando comparamos ambos
siRNA apds 96 horas. Tempos anteriores (48 e 72 horas) foram testados e também nao
mostraram diferengas (dados nao mostrados).

Realizamos ensaios para determinacao da viabilidade celular onde avaliamos o
numero de células vidveis utilizando iodeto de propideo. Na figura 19 podemos observar
dot-plot representativos de células tranfectadas com siRNA scrambled (A) e Eagl C (B),
onde as células demarcadas pelo gate P2 representam as células viaveis. A figura 19 C
mostra que o nimero de células vidveis apds 96 horas estd significativamente reduzido (p
< 0,05) quando comparamos com as células transfectadas com siRNA scrambled ou Eagl
C.

Realizamos estudos de morte celular mais detalhados que foram capazes de dis-
criminar entre células apoptéticas (quadrante Q4) e células em necrose (quadrante Q2).
Na figura 20 A,B podemos observar dot-plot representativo apds tratammento com RNA
interferéncia. Nao observamos diferencas no nimero de células apoptéticas nos tempos

testados (20 C). Os dados apresentados mostram que a inibi¢ao da proliferacao por RNA
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Figura 18: Avaliacao do ciclo celular da linhagem TE-671 apés
tratamento com RINA interferéncia. Os ensaios foram realizados apds
96 horas. Experimentos representativos de células transfectadas com siRNA
para scrambled (A) e Eagl C (B) sdo apresentados. (C) Os resultados
representam a média e erro padrao de trés experimentos.
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Figura 19: Inducgao de morte celular da linhagem TE-671 apds tra-
tamento por RNA interferéncia. Apés 96 horas, o nimero de células
viaveis foi determinado por citometria de fluxo. Experimentos representa-
tivos de células transfectadas com siRNA para scrambled (A) e Eagl C (B)
sao apresentados. (C) Os resultados representam a média e erro padrao de
trés experimentos.
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Figura 20: Inducao de apoptose da célula TE-671 apds tratamento por
RNA interferéncia. O numero de células apoptdticas foi determinado por
citometria de fluxo nos tempos de 24, 48, 72 e 96 horas. Experimentos
representativos de células avaliadas 96 horas apds transfeccdo com siRNA
para scrambled (A) e Eagl C (B) s@o apresentados. (C) Os resultados
representam a média e erro padrao de trés experimentos. Nao ha diferenca
estatistica entre os tempos testados.
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interferéncia nao é o resultado de um actmulo de células em determinada fase do ciclo
celular, mas sim de morte celular. Dessa forma podemos dizer que a presenca do canal

Eagl promove uma vantagem para a sobrevivéncia da célula.

Eag1 C *

Imipramina- —| *

Astemizol- —|

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
Inibicao

Figura 21: Inibicao da proliferagcao da célula TE-671 por bloque-
adores do canal Eagl. A proliferacao foi determinada através da técnica
de MTT apés 96 horas. Os valores foram normalizados pelo veiculo de
transfeccao (Lipofectamine), no caso da transfeccao por RNA interferéncia,
ou pela amostra nao tratada, no caso dos bloqueadores. Os resultados re-
presentam a média e erro padrao de trés experimentos (n=4). * p < 0,005

A figura 21 mostra a reducgao da proliferacao da célula TE-671 apds a adicao de
astemizole (1xM), imipramina (10uM) ou transfecgao com o siRNA Eagl C (12, 44 e 55%
respectivamente). A andlise estatistica foi realizada comparando-se as células tratadas
com os bloqueadores com o controle nao tratado e, no caso do RNA interferéncia, as
células transfectadas com siRNA foram comparadas com as células transfectadas apenas
com o veiculo de transfeccao. Podemos notar que o percentual de inibicao da proliferacao
promovido pela imipramina ou transfeccao com siRNA Eagl C sao similares.

Os bloqueadores do canal Eagl e a reducao desta proteina por RNA interferéncia

sao capazes de diminuir a proliferacao da célula TE-671 mas nao diminuem o ICsy da
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doxorubicina (ICsodox). A figura 22 mostra que a adi¢ao de astemizol, imipramina ou
transfeccao com siRNA Eagl C nao modifica o IC5qdox. Os valores de IC5odox obtidos

foram iguais a 8 £2nM, 12,2 + 1,7, 11 + 0,2 nM e 10 + 1 nM para o controle, astemizol,

imipramina e Eagl C, respectivamente.

Eag1 C

Imipramina

Astemizol

Controle- —I

0.0 2.5 5.0 7.5 100 125 150
ICs (NM)

Figura 22: Efeito de bloqueadores e RINA interferéncia sobre o
IC;5y de Doxorubicina da célula TE-671. As células foram tratadas
com variadas concentragoes de doxorubicina apds transfeccao com siRNA
Eagl C ou adigao de imipramina ou astemizol. Os resultados representam
a média e erro padrao de quatro experimentos (n=4).

4.6.2 Rabdomiossarcoma - A-204

Na figura 23 podemos observar os valores normalizados para Eagl (A) e GAPDH
(B) pela amostra tratada somente com o reagente de transfeccao (dharmacon 2). A
transfecgdo com o siRNA Eagl C reduziu o nimero de cépias por ul em 74% (p < 0,05),
enquanto os siRNA Eagl A, B e D reduziram o mRNA em 36, 33 e 70%, respectiva-
mente. Quando todos os siRNA para Eagl (A-D) foram utilizados na concentracao final
de 100nM, a redugao foi de 92% (p < 0,05). A adi¢ao de siRNA para Eag2 (A-D), GAPDH

e scrambled nao modificou o nimero de cépias por pul de mRNA para Eagl (Figura 23
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Figura 23: Curva da expressao do mRNA para Eagl na célula
A-204. O numero de cépias para Eagl (A) e GAPDH (B) foi determi-
nado através de qPCR na presenca de diferentes siRNA, incluindo GAPDH,
scrambled, Eagl e Eag2 apds 24 horas. Os valores foram normalizados pelo
veiculo de transfec¢ao (Dharmacon reagente 2). Os resultados representam
a média e erro padrao de trés experimentos (n=3). * p < 0,05
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A).

Nao monitoramos mRNA para Eag2 nesta amostra pois como observado anteri-
ormente na tabela 10, a célula A-204 nao possui mensagem para este canal. Na figura
23 (B) podemos observar que a redugdo do nimero de cépias por pul para GAPDH foi de

70% (p < 0,05). A adicao dos outros siRNA nao modificou a expressao de mRNA para
GAPDH.
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Figura 24: Inibigcao da proliferacao da célula A-204 por RNA
interferéncia. A proliferagao foi determinada através da técnica de MTT
apos 96 horas. Os valores foram normalizados pelo veiculo de transfeccao
(Dharmacon reagente 2). Os resultados representam a média e erro padrao
de trés experimentos (n=4). ** p < 0,01 e * p < 0,05

A proliferacao da célula A-204 foi monitorada utilizando-se a técnica do MTT.
Como podemos observar na figura 24, a transfeccao com o siRNA Eagl C inibiu a proli-
feracao em 84% (p < 0,01) apds 96 horas, enquanto os siRNA Eagl A, B e D inibiram
a proliferacao em apenas 44, 5 e 50%, respectivamente. Nao houve diferenca estatistica
entre os siRNA Eagl A e D em relacao a inibigao da proliferacao da célula A-204. A
utilizagdo de todos os siRNA reduziu a proliferacao em 78% (p < 0,01) e a adigdo do

siRNA GAPDH foi capaz de reduzir a proliferagdo da célula A-204 em 73%(p < 0,01,
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Figura 24). Podemos notar que a reducao observada para GAPDH é comparével com a

reducao observada para Eagl, como mostrado para a célula TE-671.
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Figura 25: Indugao de morte celular da linhagem A-204 apés tra-
tamento por RNA interferéncia. Apds 96 horas, o nimero de células
viaveis foi determinado por citometria de fluxo. Os resultados representam
a média e erro padrao de trés experimentos.

Realizamos um estudo mais detalhado para determinar a causa da inibicao da
proliferacao por RNA interferéncia. Para tanto determinamos o nimero de células na dife-
rentes fases do ciclo celular da célula A-204 ap6s transfecgao com siRNA scrambled e Eagl
C. Nao encontramos diferencas em nenhum dos tempos testados (dados ndo mostrados).

O segundo passo dado foi determinar a viabilidade celular. Na figura 25 (A)
podemos observar uma reducao significativa (p < 0,001) apds 96 horas no numero de
células viaveis quando comparamos as amostras transfectadas com siRNA scrambled e
Eagl C.

A figura 26 mostra a redugao da proliferacao da célula A-204 apos a adicao de
astemizol, imipramina ou transfeccao com siRNA Eagl C (0, 16 e 84% respectivamente).
Podemos notar que o percentual de inibicao da proliferacao pela transfeccao com siRNA

Eagl C foi muito maior (em torno de 5x) que o percentual de inibigao pela imipramina.
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Figura 26: Inibicao da proliferacao da célula A-204 por bloquea-
dores do Eagl. A proliferacao foi determinada através da técnica de MTT
apos 96 horas. Os valores foram normalizados pelo veiculo de transfecgao
(Dharmacon reagente 2), no caso da transfecgao por RNA interferéncia, ou
pela amostra nao tratada, no caso dos bloqueadores. Os resultados repre-
sentam a média e erro padrao de trés experimentos (n=4). ** p < 0,001 e
*p < 0,05
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Novamente a adicao de astemizol nao promoveu nenhum efeito quanto a proliferacao
da célula A-204. Ao contrario dos dados obtidos para a célula TE-671 onde o efeito
provocado pela imipramina foi comparavel a transfeccao de siRNA, na célula A-204 o

efeito foi significativamente reduzido (p < 0,05).
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Figura 27: Efeito de bloqueadores e RINA interferéncia sobre o
IC;5y de Doxorubicina da célula A-204. As células foram tratadas
com variadas concentragoes de doxorubicina apds transfeccao com siRNA
Eagl C ou adicao de imipramina ou astemizol. Os resultados representam
a média e erro padrao de trés experimentos (n=4). * p < 0,05.

A adicao de astemizol foi capaz de reduzir em 2,4 vezes o ICspdox na célula A-
204 apesar de nao ter efeito sobre a proliferacao. Outros tratamentos, como a adicao de
imipramina ou transfeccao com o siRNA Eagl C sao capazes de inibir a proliferacao mas
nao promovem modificagbes nos valores de ICspdox (Figura 27). Os valores de IC5qdox
obtidos foram iguais a 11 + 1,2 nM, 4,5 £ 1,2 nM, 86 + 1,3 nM e 10,5 £+ 1,6 nM para o

controle, astemizol, imipramina e Eagl C, respectivamente.
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Figura 28: Curva da expressao do mRNA para Eagl, Eag2 e
GAPDH na célula HT-1080. O nimero de cépias para Eagl (A), Eag2
(B) e GAPDH (C) foi determinado através de qRT-PCR na presenga de di-
ferentes siRNA, incluindo GAPDH, Scrambled, Eagl e Eag2 apds 24 horas.
Os valores foram normalizados pelo veiculo de transfecgao (Lipofectamine).
Os resultados representam a média e erro padrao de trés experimentos
(n=3). * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, # p < 0,001 e ## p <
0,0001
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4.6.3 Fibrossarcoma - HT-1080

Na figura 28 podemos observar os valores normalizados para Eagl (A), Eag2 (B) e
GAPDH (C) pela amostra tratada somente com o reagente de transfec¢ao (lipofectamine).
A transfec¢ao com o siRNA Eagl C reduziu o nimero de cépias por ul em 83% (p < 0,01),
enquanto os siRNA Eagl A, B e D reduziram o mRNA em 28, 56 e 66%, respectivamente.
Quando todos os siRNA para Eagl (A-D) foram utilzados na concentragao final de 100nM,
a redugao foi de 70% (p < 0,01). A adicdo de siRNA para Eag2 (A-D), GAPDH e
scrambled nao modificou o nimero de cépias por ul de mRNA para Eagl (Figura 28 A).

A célula HT-1080 possui mRNA tanto para Eagl quanto para Eag2 como mos-
trado anteriormente na tabela 10. A adigao de siRNA para Eag2 (A-D) foi capaz de
reduzir o nimero de cépias por pl em 74% (p < 0,001, Figura 28 B). Neste caso utiliza-
mos todos os siRNA em conjunto na concentracao final de 100nM, a mesma concentragao
utilizada para os siRNA para Eagl. Quando utilizamos ambos siRNA (Eagl e Eag2, con-
centragao final de 100nM) obtivemos 71 e 75% de redugao do mRNA para Eagl e Eag2,
respectivamente.

A figura 28 C mostra que a transfeccao com siRNA para GAPDH foi capaz de
reduzir o nimero de cépias por pl em 75% (p < 0,0001). A adi¢ao dos outros siRNA nao
modificou a expressao de mRNA para GAPDH.

A proliferagao da célula HT-1080 também foi monitorada utilizando-se a técnica
do MTT. Como podemos observar na figura 29, a transfeccao com o siRNA C inibiu
a proliferagao celular em 36% (p < 0,0001) apds 96 horas, enquanto os siRNA B e D
inibiram a proliferacao em apenas 23 e 13%, respectivamente. siRNA A nao teve efeito
na proliferagdo apesar de ter reduzido o ntimero de cépias por ul em 28% (Figura 28).
A utilizacao de todos os siRNA reduziu a proliferagado em apenas 20% (p < 0,001). A
transfecgdo com siRNA para Eag2 (A-D) também foi capaz de inibir a proliferacao (34%,
p < 0,0001). A adicdo de siRNA para Eagl (A-D) e Eag2 (A-D) reduziu a proliferagao
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Figura 29: Inibicao da proliferacao da célula HT-1080 por RNA
interferéncia. A proliferacao foi determinada através da técnica de MTT
apos 96 horas. Os valores foram normalizados pelo veiculo de transfeccao
(Lipofectamine). Os resultados representam a média e erro padrao de trés
experimentos (n=4). * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 e **** p <
0,0001

em 50% (Figura 29).

A adicao do siRNA GAPDH foi capaz de reduzir a proliferacao da célula HT-1080
em 44% (p < 0,0001, Figura 29). Podemos notar que a reducao observada para GAPDH
¢ comparavel com a redugao observada quando adicionamos siRNA para Eagl e Eag?2.

Realizamos ensaios para determinacao de morte e ciclo celular na célula HT-1080.
Nesses ensaios foram comparadas apenas células transfectadas com os siRNA scrambled,
Eagl C e Eag2 (A-D). Nao observamos diferengas entre as fases do ciclo celular em nenhum
dos tempos estudados (dados ndo mostrados).

A figura 30 mostra a diferenca no niimero de células vidveis entre as amostras tras-
fectadas com siRNA scrambled, Eagl C e Eag2 (A-D) apds 96 horas. Podemos observar

uma reducao significativa (p < 0,05) entre as amostras transfectadas com siRNA Eagl

C e Eag2 (A-D) e transfectadas com siRNA scrambled, mas nao detectamos diferenca
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Figura 30: Inducao de morte celular da linhagem HT-1080 apds
tratamento por RNA interferéncia. Apds 96 horas, o nitmero de
células viaveis foi determinado por citometria de fluxo. Os resultados re-
presentam a média e erro padrao de trés experimentos. * p < 0,05.
estatistica entre Eagl C e Eag2 (A-D).
Na figura 31 podemos observar o efeito dos bloqueadores para o canal Eagl e
Eag2 na proliferagao da célula HT-1080. A adi¢ao de imipramina ou transfeccao com o
siRNA Eagl C ou Eag2 (A-D) reduziu a proliferagao em 28, 36 e 33%, respectivamente.
A adigao de astemizol nao teve efeito sobre a proliferagao da célula HT-1080, o mesmo foi
mostrado para as células derivadas de rabdomiossarcoma. Podemos notar que o percentual
de inibigao da proliferacao pela imipramina ou transfecgao com siRNA Eagl C ou Eag 2
(A-D) sao similares (nao hé diferenga estatistica).
A adic¢ao de imipramina ou a trasnfecgao com siRNA Eagl C ou Eag2 (A-D) é
capaz de reduzir a proliferagao da célula HT-1080 mas nao modifica o ICspdox. A figura

32 mostra que a adicao de astemizol, imipramina ou transfeccao com o siRNA Eagl C ou

Eag2 (A-D) nao modifica o IC5pdox.
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Figura 31: Inibicao da proliferagao da célula HT-1080 por bloque-
adores. A proliferacao foi determinada através da técnica de MTT apds
96 horas. Os valores foram normalizados pelo veiculo de transfecgao (Lipo-
fectamine) no caso da transfeccao por RNA interferéncia ou pela amostra
nao tratada, no caso dos bloqueadores. Os resultados representam a média
e erro padrao de quatro experimentos (n=4). * p < 0,05 e ** p < 0,01
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Figura 32: Efeito de bloqueadores e RNA interferéncia sobre o
ICs5y de Doxorubicina da célula HT-1080. As células foram tratadas
com variadas concentragoes de doxorubicina apds transfeccao com siRNA
Eagl C ou Eag2 (A-D) ou adigao de imipramina ou astemizol. Os resultados
representam a média + erro padrao de trés experimentos
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4.6.4 Fibrossarcoma - Hs 633t

A célula Hs 633t também foi testada quanto ao conteiido de mRNA e a proli-
feracao apos transfeccao utilizando-se a técnica de RNA interferéncia. Como nos casos
anteriores utilizamos diferentes siRNA para GAPDH, Eagl, Eag2 e scrambled.

Na figura 33 podemos observar os valores normalizados para Eagl (A), Eag2 (B)
e GAPDH (C) pela amostra tratada somente com o reagente de transfec¢ao (oligofecta-
mine). A transfec¢do com o siRNA Eagl C reduziu o nimero de cépias por ul em 75%
(p < 0,0005), enquanto os siRNA Eagl A, B e D reduziram o mRNA em 32, 53 e 37%,
respectivamente. Quando todos os siRNA para Eagl (A-D) foram utilzados na concen-
tragao final de 100nM, a redugao foi de 72% (p < 0,005). A adicdo de siRNA para Eag2
(A-D), GAPDH e scrambled nao modificou o ntimero de cépias por ul de mRNA para
Eagl (Figura 33 A).

A célula Hs 633t assim como a célula HT-1080 também possui mRNA tanto para
Eagl quanto para Eag2. A adi¢do de siRNA para Eag2 (A-D) foi capaz de reduzir ao
nimero de cépias por pl em 71% (p < 0,05, Figura 33 B). Neste caso utilizamos todos os
siRNA em conjunto na concentracao final de 100nM, a mesma concentracao utilizada para
os siRNA para Eagl. Quando utilizamos ambos siRNA (Eagl e Eag2, concentragao final
de 100nM) obtivemos 78 e 71% de redu¢ao do mRNA para Eagl e Eag2, respectivamente.

A figura 33 C mostra que a transfeccao com siRNA para GAPDH foi capaz de
reduzir o nimero de cépias por pl em 68% (p < 0,005). A adigdo dos outros siRNA nao
modificou a expressao de mRNA para GAPDH.

A proliferagao da célula Hs 633t também foi monitorada. Como podemos observar
na figura 34, a transfeccao com o siRNA Eagl B inibiu a proliferacao celular em 31% (p
< 0,005) ap6s 96 horas, enquanto os siRNA C e D inibiram a proliferacdo em apenas 9 e
54%, respectivamente. O siRNA A nao teve efeito na proliferacao apesar de ter reduzido

o nimero de cépias por pl em 32% (Figura 33). A utilizacao de todos os siRNA reduziu a
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Figura 33: Curva da expressao do mRNA para Eagl, Eag2 e
GAPDH na célula Hs 633t. O ntumero de cépias para Eagl (A), Eag2
(B) e GAPDH (C) foi determinado através de qRT-PCR na presenga de di-
ferentes siRNA, incluindo GAPDH, Scrambled, Eagl e Eag2 apds 24 horas.
Os valores foram normalizados pelo veiculo de transfecgao (Oligofectamine).
Os resultados representam a média e erro padrao de trés experimentos
(n=3). * p < 0,05, ** p < 0,005 e ¥** p < 0,0005
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Figura 34: Inibicao da proliferacao por RNA interferéncia da
célula Hs 633t. A proliferagdo foi determinada através da técnica de
MTT apds 96 horas. Os valores foram normalizados pelo veiculo de trans-
fecgao (Oligofectamine). Os resultados representam a média e erro padrao
de trés experimentos (n=4). * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,005 e
*I*E p < 0,0005
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proliferacao em 58% (p < 0,01). A transfeccao com siRNA para Eag2 (A-D) também foi
capaz de inibir a proliferacao (30%, p < 0,01). A adigdo conjunta de siRNA para Eagl
(A-D) e Eag2 (A-D) reduziu a proliferagao em 62% (Figura 34).

A adigao do siRNA GAPDH foi capaz de reduzir a proliferacao da célula HT-
1080 em 44% (p < 0,0001, Figura 29). Podemos notar que a reducao observada para
GAPDH ¢ comparavel com a reducao observada quando adicionamos siRNA para Eagl

e Eag2, o mesmo resultado encontrado para a célula HT-1080. Realizamos ensaios para
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Figura 35: Indugao de morte celular da linhagem Hs 633t apés
tratamento por RNA interferéncia. Apds 96 horas, o niumero de
células vidveis foi determinado por citometria de fluxo. Os resultados re-
presentam a média e erro padrao de dois experimentos (n=4). * p < 0,05
e ** p < 0,01.
determinacao de morte e ciclo celular da célula Hs 633t. Nesses ensaios foram compara-
dos apenas células transfectadas com os siRNA scrambled, Eagl B e Eag2 (A-D). Nao
observamos diferencas entre as fases do ciclo celular em nenhum dos tempos estudados
(dados nao mostrados).
A figura 35 mostra a diferenca no nimero de células viaveis entre as amostras

trasfectadas com siRNA scrambled, Eagl B e Eag2 (A-D) apds 96 horas. Podemos ob-

servar uma reducao de 15 e 20% nas amostras transfectadas com siRNA Eagl B e Eag2
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(A-D), respectivamente. Nao ha diferenca estatistica entre as amostras transfectadas com
siRNA Eagl B e Eag2 (A-D). Como mostrado anteriormente para todas as células estu-
dadas, parece que o motivo pelo qual temos uma reducao da proliferacao é o aumento da

taxa de morte celular.
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0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
Inibigao

Figura 36: Inibigao da proliferagcao da célula Hs 633t por bloque-
adores. A proliferacao foi determinada através da técnica de MTT apds
96 horas. Os valores foram normalizados pelo veiculo de transfecgao (Oli-
gofectamine) no caso da transfecgdo por RNA interferéncia ou pela amostra
nao tratada, no caso dos bloqueadores. Os resultados representam a média
e erro padrao de quatro experimentos (n=4).* p < 0,001 e ** p < 0,0001

Na figura 36 podemos observar o efeito dos bloqueadores para o canal Eagl e Eag?2
na proliferacao da célula Hs 633t. A adicao de imipramina ou astemizol ou transfeccao com
o siRNA Eagl B ou Eag2 (A-D) reduz a proliferacao em 46, 51, 30 e 31%, respectivamente.
astemizol somente promoveu efeito sobre a proliferacao da célula Hs 633t. Podemos notar
que o percentual de inibicao da proliferacao pela imipramina e astemizol é 1,6 vezes maior
que a inibigdo promovida pela transfec¢ao com siRNA Eagl B ou Eag 2 (A-D). Neste caso
podemos supor que imipramina e astemizol sao capazes de agir por outros mecanismos

que nao o bloqueio dos canais Eagl e Eag?2.
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Figura 37: Efeito de bloqueadores e RNA interferéncia sobre o ICsg de
Doxorubicina da célula Hs 633t. Os resultados representam a média e erro
padrao de trés experimentos (n=4). * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p <
0,005.

Os bloqueadores dos canais Eag e a técnica de RNA interferéncia sao capazes de
reduzir a proliferacao da célula Hs 633t além de modificarem o ICspdox. A figura 37 mostra
que a adi¢ao de astemizol, imipramina ou transfecgdo com o siRNA Eag2 (A-D) reduz o
[C50dox de 22,4 4+ 3,1 nM para 8 + 0,2, 3,7 = 1,1 nM e 5,2 + 1,5 nM, respectivamente.

A transfecgao com siRNA Eagl B nao tem efeito sobre o IC5odox apesar de reduzir a

proliferacao da célula Hs 633t.



74

5 Discussao

5.1 Tecido normal versus cancer

A expressao aberrante de proteinas associadas a tumores é amplamente utilizada
para o gerenciamento de pacientes com cancer (Bast et al., 2001). A expressao de tais
proteinas tem sido utilizada para propostas de diagnodstico, prognédstico e terapia. Em
alguns casos, proteinas expressas de maneira aberrante podem ser usadas para desenvol-
vimento de vacinas contra o cancer (Wang, 1999). Entretanto, ndo é usual encontrar uma
alta freqiiéncia de expressao de uma proteina como mostrado para Eagl neste trabalho,
especialmente se é considerado que a maioria das moléculas que estao superexpressas nos
tecidos neoplésicos (Bast et al., 2001) sao proteinas que também sao encontradas no tecido
normal.

Dados recentes mostram uma alta freqiiéncia de aberragoes cromossomicas, em
torno de 1800 aberragoes que afetam o braco longo do cromossomo 1 e 280 aberracoes que
afetam o locus 1q32 (Mitelman et al., 2005). Eagl esta localizado na posigao q32.1-32.3
no brago longo do cromossomo 1, portanto um alvo frequente para quebras ou mutagoes.
Nao esta claro em qual estagio durante a transformacao maligna ocorre a superexpressao
do Eagl. Pardo et al., 1999 mostraram que o canal por si s6 pode induzir um fendétipo
transformado e aumentar a taxa de crescimento e a invasividade de tumores experimentais,
portanto a expressao de Eagl pode induzir uma vantagem no crescimento das células
tumorais e, assim, levar ao enriquecimento das células que expressam Eagl.

Existem diversos paralelismos entre os dados descritos neste trabalho para Eagl
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e o que é conhecido sobre o produto do gene Her2/Neu. Ambos sao proteinas de mem-
brana, e portanto acessiveis extracelularmente e podem estar envolvidas na transmissao
de sinalizacao e sao expressas em tecidos neoplésicos, tais como o cancer de mama, mas
em uma extensao limitada no tecido normal (Natali et al., 1990). Her2/Neu esta expresso
em 46% dos cancer de mama primérios, onde foi mostrado como alvo para propostas de
imunoterapia (Bange et al., 2001; Ménard et al., 2000; Piccart-Gebhart et al., 2005).
Parece razoavel especular que Eagl poderia ser utilizado de maneira similar, ja
que foi demonstrado neste trabalho que existe uma distincao clara e reproduzivel em
imunohistoquimica que permite diferenciar entre tecido normal e tecido tumoral (Tabelas
6 e 7). O potencial de uma terapia dirigida ao Eagl teria duas importantes vantagens em
comparacao as terapias convencionais: 1. poderia ser aplicado a um ampla diversidade
de tumores e, portanto, a um grande nimero de pacientes e 2. a maioria das células
que expressam Eagl estao protegidas pela barreira hemato-encefdlica ou correspondem a
células terminalmente diferenciadas, permitindo assim uma intervencao terapéutica menos

agressiva.

5.2 Expressao do Eagl em sarcoma do tecido mole

Neste trabalho descrevemos a freqiiéncia da expressao do Eagl em sarcoma do
tecido mole. Eagl foi encontrado em 71% dos casos estudados, sendo que 47% apresenta-
ram marcacgao altamente positiva. O tecido normal na mesma lamina foi negativo, o que
abre perspectivas da utilizacao do Eagl como um marcador diferencial de transformagao
maligna em conjunto com a avaliagao morfolégica. A falta de correlagao entre o canal e os
fatores epidemioldgicos (sexo, idade, grau, localizagao e tamanho do tumor) torna dificil,
a esse estagio, dar ao Eagl um possivel valor prognostico.

O fato do antigeno para Eagl ser degradado ao longo do tempo nao permite a

realizacao de estudos retrospectivos, portanto estudos propecticvos terao de ser feitos de
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forma a determinar se existe correlagao entre a expressao do Eagl e a evolugao clinica e/ou
resposta ao tratamento. A tnica indicacao, até o presente momento, é o possivel uso do
Eagl como marcador tumoral em sarcoma de tecido mole ja que os tipos histopatolégicos
que mostram alta expressao para Eagl sao rabdomiossarcoma e sinoviosarcoma (p < 0,01)
e sao considerados tumores particularmente agressivos.

Marcadores prognésticos sao ferramentas importantes no gerenciamento de pa-
cientes com cancer (Bast et al., 2001). Eles auxiliam a estratificar os pacientes para
tratamento através da identificacao de grupos de risco de maneira a reduzir a morbi-
dade e mortalidade. Provavelmente devido a extraordinaria alta freqiiéncia de expressao
do Eagl, nao foi possivel estabeler associacao entre este marcador e os fatores epide-
mioldgicos neste trabalho. E possivel que 29% dos tumores sejam negativos devido a
baixa sensitividade de deteccao do método utilizado, e a incidéncia de Eagl talvez seja
maior. Foi utilizado um anticorpo de cadeia tinica acoplado com fosfatase alcalina, re-
duzindo assim a probabilidade de casos falso positivo devido a utilizacao de anticorpos
secundarios ou aos sistemas de revelagao. Ao mesmo tempo, foram perdidos dois passos
de amplificacao do sinal: o anticorpo secundéario e os polimeros de peroxidase o que torna
o nosso método menos sensivel do que os métodos convencionis de imunohistoquimica,
apesar de ser mais especifico. A utilizacao de métodos especificos para determinar peque-
nas quantidades de macromolécula biolégicas como imuno-PCR in-situ (Cao et al., 2000)
talvez dé uma estimativa clara da freqiiéncia da expressao do Eagl em sarcoma do tecido
mole.

A imunoreatividade do Eagl foi principalmente intracelular (Figura 12), apesar de
experimentos eletrofisioldgicos terem detectado correntes Eag em células tumorais (Meyer
et al., 1999) e em tumores primarios (Farias et al., 2004). Além disso, observamos uma
diferenca clara entre as células tumorais e o tecido normal adjacente dentro dos casos

positivos. A presenca do Eagl foi uma caracteristica distinta em células tumorais o que
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abre oportunidades no potencial terapéutico.

5.3 Estudo da funcao do canal Eagl em células tumorais

Dados na literatura mostraram que o canal Eagl esta envolvido na progressao
do ciclo celular de células tumorais humanas e a inibicao do Eagl é capaz de reduzir a
sintese de DNA (Pardo et al., 1999; Gavrilova-Ruch et al., 2002). Até o presente momento
nao existem bloqueadores especificos para o canal Eag. Uma alternativa é a utilizagao da
metodologia de RNA interferéncia, que desde 1998 (Fire et al., 1998) tem sido utilizada
para o estudo da fungao de genes especificos em células de mamiferos (Elbashir et al.,
2001).

Os resultados obtidos com as células derivadas de sarcoma mostram que o tumor
do tipo rabdomiossarcoma possui alta expressao do Eagl enquanto fibrossarcoma possui
baixa expressao tanto ao nivel de mRNA quanto ao nivel proteico. Os dados obtidos
com as células derivadas de sarcoma estao de acordo com os achados relacionados aos
tumores de pacientes, onde mostramos que fibrossarcoma possui distribuicao homogénea
entre baixa e alta expressao enquanto que rabdomiossarcoma possui alta expressao do
canal Eagl.

Neste estudo mostramos que a redugao do canal Eagl por RNA interferéncia é
capaz de inibir o crescimento celular, além disso mostramos que a reducao do crescimento
ocorre devido a um aumento da taxa de morte celular. Os resultados obtidos nos permitem
sugerir que o canal Eagl é uma proteina necessaria para a sobrevivéncia das células
estudadas.

A eficiéncia no bloqueio do crescimento celular depende da expressao do canal.
Por exemplo, nas células derivadas de rabdomiossarcoma a taxa de inibi¢ao do crescimento
celular foi em torno de 70% enquanto que nas células derivadas de fibrossarcoma foi em

torno de 34%. Quando avaliamos o nivel de expressao temos que as células derivadas
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de rabdomiossarcoma possuem por volta de 2,5 vezes mais mRNA para Eagl quando
comparado as células derivadas de fibrossarcoma, e isso corresponde a um maior conteido
protéico. Portanto podemos concluir que a eficiéncia no bloqueio do crescimento celular
esta correlacionada com o nivel de expressao nas células estudadas.

As células derivadas de fibrosarcoma expressam ambas isoformas de canais da
subfamilia Eag como visto na se¢ao 4.4. O canal Eagl, juntamente com Erg, se encontra
entre os canais mais estudados mas pouco se sabe sobre o canal Eag2. A maioria dos
estudos sobre esta isoforma esta relacionada com propriedades biofisicas e farmacolédgicas,
além da localizacao do canal. Estudos mostraram a presenca do canal Eag2 em musculo
esquelético e portanto especulam um papel fisiolégico similar ao Eagl (Ju & Wray, 2002).

Nas células derivadas de fibrosarcoma, a reducao de Eagl e Eag2 através da
técnica de RNA interferéncia foi capaz de inibir o crescimento celular em torno de 34 e
43%, respectivamente, e quando utilizamos siRNA para ambos canais a taxa de inibicao
do crescimento celular passa a ser igual a 38,5%. Os resultados sugerem que a utilizagao
concomitante de siRNA para Eagl e Eag2 nao promove um efeito aditivo como seria
esperado se os canais tivessem papéis independentes no crescimento celular. Estudos
recentes mostram que ambas as isoformas (Eagl e Eag2) dos canais Eag sao capazes de
interagir e formar canais heteromultiméricos (Schonherr et al., 2002). Podemos supor que
apenas o canal Eagl estd envolvido no crescimento das células tumorais e que a reducao
provocada pela adicao de siRNA para Eag2 pode estar relacionada a um nitmero menor
de canais formados.

Experimentos in vitro mostraram que todas as células derivadas de sarcoma es-
tudadas expressam canais Eagl, e que o bloqueio deste canal pela imipramina esta cor-
relacionado com a reducao do crescimento celular. Astemizol nao foi capaz de reduzir
o crescimento celular, com excegao da célula Hs633t, apesar de ser um bloqueador mais

especifico dos canais Eag quando comparado a imipramina. Garcia-Ferreiro et al., 2004
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mostraram que o mecanismo de bloqueio de ambos os farmacos é bastante similar apesar
da sensibilidade e dependéncia a voltagem serem distintos. Portanto, diferencas no efeito
dos bloqueadores utilizados podem sugerir mutacoes ou delegoes do canal ou que o blo-
queio da corrente nao ¢ um componente necessario para a reducao do crescimento celular

ou ainda que os efeitos provocados pela adicao da imipramina poderiam ser inespecificos.

5.4 Correlacao entre quimioterapia e expressao do Eagl

Doxorubicina é um farmaco da classe das antraciclinas e foi identificado no inicio
da década de 1960. Ainda hoje doxorubicina é amplamente usado em terapias combinadas
para uma variedade de tumores e é o farmaco de escolha para o tratamento de pacientes
com linfoma, cancer de mama e sarcoma (Binaschi et al., 2001). A atividade anti-tumoral
da doxorubicina se da pela estabilizacao da topoisomerase II ao DNA de maneira a au-
mentar os niveis de quebras. A doxorubicina transforma a proteina topoisomerase II em
uma potente toxina nuclear que danifica irreversivelmente o DNA (Capranico & Zunino,
1992). O mecanismo descrito parece ser o alvo final levando a célula a morte celular, além
disso a doxorubicina é capaz de formar radicais livre de oxigénio, se ligar covalentemente
ou se intercalar ao DNA e produzir toxicidade membranar direta (Cummings et al., 1991).

Uma minoria dos pacientes com cancer sao curados por quimioterapia, as razoes
que contribuirem para a falha no tratamento podem incluir parametros farmacocinéticos
tais como absorcao, distribuigao, metabolismo e excrecao dos farmacos, e resisténcia ce-
lular. A resisténcia celular pode ser inerente ou adquirida por mudancas na célula ou
induzidas pela administracao do farmaco. O mecanismo de resisténcia classico esté re-
lacionado a presenga da glicoproteina P (PGP) e aquisi¢ao do fendtipo de resisténcia a
multiplas drogas (MDR) (Gottesman & Pastan, 1993; Juranka et al., 1989; Gros et al.,
1986).

Neste trabalho estudamos a resposta das células derivadas de sarcoma ao agente
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quimioterapico doxorubicina. Os resultados mostram que o canal Eagl nao esta envolvido
no mecanismo de acao da doxorubicina, pois a reducao da expressao deste canal nao é
capaz de modificar o IC5pdox. O mecanismo pelo qual seria possivel ocorrer um aumento
da sensibilidade ao quimioterdpico seria 1. previnir a extrusao do farmaco pela célula
através do bloqueio da PGP, por exemplo, ou 2. diminuir a taxa de reparo do DNA.
No caso especifico da célula Hs633t, a inibicao da expressao do canal Eag2 foi capaz de
reduzir o ICspdox. O resultado obtido nos surpreendeu ja que nao esperavamos que o
canal tivesse qualquer efeito sobre a atividade tumoral da doxorubicina. O mecanismo
pelo qual o canal Eag2 é capaz de reduzir o 1C59dox permanece por investigar.

Bloqueadores (imipramina e astemizol) do canal Eagl foram utilizados para en-
saios de determinagao do IC5pdox. Ishikawa e colaboradores (2000) mostraram que aste-
mizol é capaz de bloquear a atividade da PGP de maneira dependente da dose mas, até
o presente momento, nao existem dados na literatura relacionando imipramina e MDR.
A adicao de astemizol nas células A-204 (rabdomiossarcoma) e Hs633t (fibrossarcoma)
promove um aumento em torno de 2 vezes da sensibilidade a doxorubicina. Ao contrario
do astemizol, imipramina sé foi capaz de modificar o IC5ydox na célula Hs633t. Nao obti-
vemos 0os mesmos resultados com o astemizol ou imipramina nas outras células testadas,
portanto podemos destacar efeitos inespecificos ou citotoxicos deste farmaco.

Os dados obtidos nos ensaios de crescimento celular juntamente com os dados
obtidos nos ensaios de determinacao do ICspdox nos sugerem que os bloqueadores para o
canal Eag podem ser usados em terapias adjuvantes (astemizol) ou combinadas (imipra-
mina) com doxorubicina. Estudos in vivo sdo necessarios para avaliar a possivel utilizagao

desses bloqueadores para propostas de tratamento do sarcoma de tecido mole.
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10.

Conclusao

. A expressao do Eagl no tecido normal se encontra restita a algumas poucas po-

pulacoes terminalmente diferenciadas além de células no sistema nervoso central,

. Tumores solidos possuem alta freqiiéncia da expressao do Fagl quando comparado

ao tecido normal cognato;

. A freqiiéncia de expressao do Eagl em sarcoma do tecido mole é de 71%;

. Nao héa correlacao entre expressao do canal e fatores epidemiolégicos como: sexo,

idade, localizacao, tamanho e grau do tumor;

Os tipos histopatoldgicos considerados mais agressivos possuem alta expressao do

Bagl;

O antigeno do Eagl é instavel ao longo dos anos;

Células derivadas de fibrosarcoma possuem Eagl e Eag2 enquanto as células deri-

vadas de rabdomiosarcoma possuem apenas Fagl;

. A inibicao do Eagl e Eag2 reduz a taxa de crescimento das células estudadas;

. A inibicao do Eagl e Eag2 aumenta a taxa de morte das células estudadas;

A imipramina é capaz de reduzir o crescimento celular nas células testadas, enquanto
o astemizol promove o mesmo efeito somente em uma célula de fibrosarcoma (Hs

633t);



82

11. A inibicao do Eagl nao modifica a sensibilidade das células a doxorubicina;

12. A inibicao do Eag2 aumenta a sensibilidade da célula Hs633t a doxorubicina;
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7 Perspectivas

7.1 Rabdomiossarcoma - modelo in vivo

Camundongo deficientes na proteina transmembranar Patched (Ptch) desenvol-
vem rabdomiossarcoma (Hahn et al., 2000; Kappler et al., 2003). Ptch estd envolvido
na cascata de sinalizacao da via Hedgehog, esta via é necessaria para a diferenciacao
celular e a formacao de 6rgaos durante a embriogénese. Esta via permanece ativa em
alguns o6rgaos do adulto onde esta envolvida na regulagao da proliferacao e manuntengao
de células tronco (di Magliano & Hebrok, 2003).

A sinalizagao acontece através da ligacao do ligante Hh ( Sonic, Desert ou Indian
Hedgehog) a proteina Ptch com auxilio da proteina Hip. Com a ligagdo do Hh, Ptch nao
é capaz de reprimir a proteina transmembranar Smoothened (Smo). Como conseqiiéncia,
Smo se torna ativo e inicia uma cascata de sinalizacao que resulta na ativagao do fator de
transcricao Gli. Apéds ativacao, Gli migra para o nicleo e promove a transcricao de genes
envolvidos no controle da proliferacao celular e da angiogénese. Na auséncia do ligante,
a via se encontra inativa e Ptch é capaz de reprimir Smo. Nesse caso, Gli nao é capaz de
migrar para o nucleo devido a interagoes com proteinas citoplasmaticas, incluindo Fused
e Supressor de Fused (Sufu), dessa maneira os genes alvo da via Hedgehog sao reprimidos
(di Magliano & Hebrok, 2003). Problemas na regulacao da via Hedgehog promove o
surgimento de cancer em diferentes tecidos. Mutacoes em Ptch estao associadas com
carcinoma de célula basal, meduloblastoma e rabdomiossarcoma (di Magliano & Hebrok,

2003).
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Experimentos preliminares detectaram a presenca do canal Eagl por imunohis-
toquimica nos tumores obtidos de camundongo deficientes em Ptch (camundongo-ptch™/*).
Analise de amostras de musculo esquelético normal dos mesmos espécimes se mostraram
negativas para o canal. 70% dos camundongos-ptch™/* desenvolvem rabdomiossarcoma
dentro dos primeiros seis meses de vida. Esse modelo animal pode ser utilizado para es-
tudos de progressao tumoral na presenga de bloqueadores do canal Eag, ou para estudos
de regressao do tumor através de terapia combinada entre quimioterapia e bloqueadores
do canal Eag. Os dados obtidos com este estudo serao de vital importancia para uma
eventual aplicagao dos bloqueadores no tratamento de pacientes com sarcoma do tecido

mole.
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