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Resumo

Gliomas séo os tipos mais comuns de tumores primarios no sistema nervoso
central, sendo o Glioblastoma (GBM) a forma mais agressiva e mortifera, com alta
resisténcia, tanto a quimioterapia, quanto radioterapia. Um importante fator que
contribui para esta resisténcia € a superexpressao de XIAP (X-linked Inhibitor of
Apoptosis), proteina que bloqueia apoptose por inibir, diretamente, as caspases 3, 7
e 9. Existe um controle fino entre os principais processos celulares que garantem a
manutencdo da homeostasia celular e a interacdo entre os mecanismos da apoptose
e autofagia ganha destaque quando a abordagem é sobreviver ou morrer. A
autofagia € um mecanismo celular fisiologico de degradacdo e reciclagem de
componentes celulares que, em canceres, pode atuar tanto como um processo
supressor tumoral, levando a morte com aspectos autofagicos, quanto oncogénico,
auxiliando as células tumorais a sobreviver sob condi¢cdes adversas. O controle das
vias autofagica e apoptética ocorre por meio de diversas proteinas de ambos os
processos celulares como, por exemplo, a interacdo da proteina Beclina, importante
para o inicio da autofagia,com a proteina BcL-xL, que atua de forma a bloquear a via
mitocondrial da apoptose. Em um estudo prévio, com dados ndo publicados,
realizado pelo nosso grupo de pesquisa, foram encontrados niveis de autofagia
aumentados em linhagem de gliomas humano U87 silenciada para XIAP, sugerindo
a presenca de um novo ponto de controle entre as vias da autofagia e da apoptose.
Dessa forma, o objetivo do presente trabalho é avaliar os efeitos do silenciamento da
proteina XIAP na autofagia, desvendar de que maneira esta proteina pode modular
0 processo autofagico e a proliferagdo celular. Como resultado, foi visto que, na
linhagem de glioma U373, o silenciamento de XIAP né&o foi capaz de alterar o indice
de proliferacdo celular. A partir dai, 0 mecanismo de autofagia foi investigado e foi
encontrado um aumento dos niveis do processo autofagico nas células silenciadas
em relacdo aos controles. Assim sendo, € possivel inferir que a reducdo dos niveis
da proteina XIAP € capaz de aumentar o processo autofagico em células de

linhagem de glioblastoma humano.

Observacéao: este trabalho usard nimeros [1 a 39], para as referéncias que se encontram no artigo

cientifico, e letras [A a I], par as referéncias que ndo foram usadas pelo artigo cientifico.



[. Introducao

.1 GLIOMAS
[.1.1 Caracteristicas Gerais e Epidemiologia

Gliomas sdo tumores histologicamente heterogéneos, com caracteristicas
semelhantes a células gliais e sdo possivelmente derivados de células precursoras
gliais [1]. Constituem o tipo mais comum de tumor primario do sistema nervoso
central, sendo sua principal caracteristica o perfil altamente proliferativo e invasivo.
O desenvolvimento de gliomas pode se dar em qualquer idade, mas possui um pico
de incidéncia em adultos a partir da quinta década de vida. Representa 31% das
ocorréncias de cancer nos Estados Unidos (EUA) e cerca de 81% de tumores
malignos do sistema nervoso central em jovens adultos. Ja nas idades de 0 a 14
anos, gliomas representam 53% dos tumores e em adolescentes de 15 a 19 anos
representam 37%. Além disso, a taxa de incidéncia mostra-se um pouco mais alta
em homens do que em mulheres [A].

O perfil proliferativo e invasivo dos gliomas se da por uma série de alteracdes
genéticas em diversas vias de sinalizagdo como, por exemplo, em receptores de
fatores de crescimento, alterando o ciclo celular e permitindo a proliferacdo e
migracao das células tumorais [1, 2]. Essa série de alteragfes € diferente para cada
tipo de tumor, e varia mesmo entre tumores do mesmo tipo e grau. Como existe
essa variacdo, vém sendo estudados, ao longo dos anos, marcadores moleculares
gue sejam comuns a esses tipos e diferentes graus e auxiliem como indicativo da
doenca [6, B]. No caso dos gliomas, foram encontrados apenas trés marcadores, 0S
quais envolvem alteracdes moleculares que estao correlacionadas com progndsticos
mais favoraveis. As trés alteracbes s&o: hipermetilacdo do promotor da enzima
MGMT (O°-methylguanine DNA methyl-transferase), a codelecdo do braco curto do
cromossomo 1 e do brago longo do cromossomo 19 e uma mutac¢do na enzima IDH1
(isocitrato desidrogenase 1). Pacientes com as duas primeiras alteracées possuem
indicativo de melhores resultados com o tratamento por radioterapia ou
quimioterapia do que pacientes que ndo possuem essas alteragbes. J4 o terceiro
marcador ndo esta relacionado com predi¢do clinica, mas sim com prognostico mais
favoravel, independente da terapia [B].

As opcOes de tratamento para pacientes com glioma envolvem resseccgao

cirdrgica, seguida de radioterapia ou quimioterapia, sendo a Temozolomida (TMZ) a



primeira droga de escolha [1, B]. No entanto, levando-se em conta que as células do
gliomas invadem o tecido cerebral de forma difusa [2, B], dependendo do tamanho
da massa tumoral e do sitio em que o tumor se encontra no cérebro, a cirurgia torna-
se perigosa ao paciente, dificultando a remocéo total da massa tumoral e permitindo,
assim, que haja uma futura recidiva do tumor. Portanto, em razdo dessas inlUmeras
dificuldades é que novas terapias focadas em alvos moleculares vém sendo

desenvolvidas.

I.1.2 Classificacéo

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) divide os tumores em quatro graus,
de acordo com a escala de malignidade, utilizando parametros como: caracteristicas
histoldgicas, morfologia nuclear e celular e outros fatores como, por exemplo, perfil
proliferativo [C]. Tumores de grau | sdo lesbes com baixo potencial proliferativo e
possuem tipicamente bom progndéstico, com possibilidade de cura por resseccao
cirdrgica; caracteristicas de tumores de grau Il envolvem sua capacidade infiltrativa
e baixa atividade proliferativa, no entanto, com frequente recorréncia. Alguns tipos
de grau Il tendem a evoluir para tipos de maior grau de malignidade. Os tumores de
graus lll e IV sdo considerados tumores malignos, sendo o grau lll reservado a
lesGes com caracteristicas malignas como atipia nuclear e capacidade mitética ativa,
e o grau IV, o tipo mais agressivo e mortifero, atribuido a tumores citologicamente
malignos, mitoticamente ativos, com evidéncias de angiogénese e areas de necrose
[2, 6, C].

Através de outra abordagem histologica e patoldgica tradicional, os tumores
também podem ser classificados de acordo com a sua semelhanca morfologica e
molecular as células gliais normais como, por exemplo, astrocitos e oligodendraécitos.
As categorias que representam a maior parte dos tumores s&0 0s astrocitomas e 0s
oligodendrogliomas [A]. Os subtipos de oligodendroglioma podem ser de grau Il ou
[l e os subtipos de astrocitomas podem ser de todos os graus, sendo o glioblastoma

pertencente ao subtipo de grau IV [2, 6, C].

[.1.3 Glioblastoma (GBM)
Glioblastomas s&o tumores astrociticos de grau IV, os mais agressivos e
letais, que correspondem a 54% das ocorréncias de gliomas nos Estados Unidos

entre anos de 2005 a 2009 [A]. Possuem caracteristicas que evidenciam seu alto



grau de malignidade como crescimento tumoral acelerado, alta taxa proliferativa,
invasividade, presenca de éareas de necrose focal no interior do tumor e
angiogénese. Em razdo dessas particularidades do GBM, a sobrevida média de
pacientes, mesmo ap0s ressecc¢ao cirargica, quimioterapia e radioterapia, se
mantém baixa, variando de 12 a 18 meses apos o diagnéstico [1 — 3, 7].

Na maioria dos casos, os glioblastomas originam-se a partir de alteragdes em
células sadias, podendo ser estas células precursoras gliais ou células progenitoras
neuronais, sendo, assim, classificados como GBM primarios. Porém, em alguns
casos, a origem dos glioblastomas ocorre pela progressdo tumoral de gliomas de
graus mais baixos, a partir do acumulo de novas alteracbes celulares, sendo
chamados de GBM secundario [1]. O subtipo primario € geralmente encontrado em
pacientes mais velhos, e o subtipo secundario geralmente se manifesta em
pacientes mais jovens com tumores de graus mais baixos que depois de anos
progridem ao GBM [1, 2, 7]. Ambos os subtipos séao histologicamente e clinicamente
indistinguiveis, uma vez que possuem as mesmas caracteristicas de malignidade.
No entanto, as bases moleculares das alteracdes sofridas pelo tumor sao diferentes
para os dois subtipos, de forma que estas neoplasias podem responder da mesma
forma ao tratamento convencional, mas podem responder melhor a tratamentos
direcionados para cada tipo, de acordo com as caracteristicas peculiares de cada
um [3 -5, 7].

[.2  XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein)

XIAP é uma proteina pertencente a familia das IAPs (Inhibitor of apoptosis
protein) com fungédo de bloguear o0 mecanismo da apoptose por inibir diretamente e
especificamente, tanto a caspase iniciadora 9, quanto as caspases efetoras 3 e 7,
sendo considerada a mais potente inibidora da apoptose dessa familia [9 — 11]. As
proteinas IAPs possuem sitios denominados sitios BIR (baculoviral inhibitor of
apoptosis repeat), que sdo responsaveis pela interacdo fisica da IAP a outra
proteina, permitindo a ligacdo direta da IAP a proteina alvo. A estrutura da XIAP
contém trés repeticdes de dominio BIR, que Ihe confere a capacidade de ligacdo as
caspases. A XIAP bloqueia a apoptose em resposta a diversos estimulos como, por

exemplo, radiacdo ou quimioterapia, e é negativamente regulada por, pelo menos,



duas proteinas, Smac/DIABLO (direct IAP binding protein with low PI) e XAF1 (XIAP
associated factor) [9 — 11, 13, D]. A figura 1 resume as vias pelas quais ocorrem 0s
estimulos de morte celular apoptética: a via extrinseca, agindo como um sensor de
sinais extracelulares envolvendo receptores de morte; e a via intrinseca, que detecta
danos intracelulares e promove liberacdo de fatores pré-apoptéticos mitocondriais.
Em ambas as vias ocorre ativagdo de caspases iniciadoras, que clivam e ativam as
procaspases efetoras (3 e 7), as quais podem ser inibidas por XIAP. Além disso, é
representada na figura a liberacdo de outros fatores mitocondriais, como
Smac/DIABLO, que impede a acgdo inibitéria de XIAP, potencializando, assim, a
induc&o do processo apoptético.

S EXTRINSIC
DNA Damage PATHWAY
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Figura 1: Via simplificada da apoptose. Ativacdo da apoptose por ligacdo ao receptor de morte

Pro-Caspase -9

celular ou por estresse intracelular resulta na ativagdo das caspases efetoras 3 e 7, que podem ser
inibidas por XIAP. Além disso, a agdo de XIAP pode ser bloqueada por outras proteinas. Adaptado de
http://imgenex.com/view_data_page.php?id=168.
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Em diversos tipos de céancer, incluindo os gliomas, XIAP encontra-se
superexpressa, podendo ser correlacionada a um mau progndstico e conferir
resisténcia a quimioterapia, tanto para estimulos da via de morte mitocondrial
(intrinseca), quanto da via de receptores de morte (extrinseca) [8, 13, 17, D, E].
Apesar de alguns estudos néo indicarem direta relacdo entre progndstico e nivel de
expressdo de XIAP e que apenas alteracdo nessa proteina ndo é suficiente para
conferir resisténcia a drogas [12, F], a diminuicdo nos niveis de expressao da
proteina inibe a proliferacdo de diversos tipos de tumor, induz apoptose e aumenta a

sensibilidade das células a quimioterpicos [14 — 16].

[.3 Autofagia

A autofagia € um processo celular evolutivamente conservado de degradacao
e reciclagem de proteinas e organelas, que atua em niveis basais para manutencao
de homeostasia das células. E um mecanismo induzido como resposta a diversos
estimulos, tais como: estresse oxidativo, hipdxia ou deplecao de nutrientes. Consiste
na formacdo de uma membrana de isolamento, a qual sequestra os componentes
celulares a serem degradados, formando vacuolos autofagicos de membrana dupla,
chamados autofagossomos. A partir dai ocorre fusdo desses vacuolos aos
lisossomos, formando os chamados autofagolisossomos ou autolisossomos, para a
subsequente degradacdo e “reciclagem” das unidades basicas formadoras destes
componentes como aminoacidos, lipideos, acucares e pequenas moléculas [18, 19,
21, 24]. A figura 2 ilustra, esquematicamente, o fluxo autofagico celular, que é
importante para a manutencdo da homeostase celular, principalmente em condi¢cbes
adversas.

Esse mecanismo pode atuar em niveis basais para auxilio da renovacao dos
componentes citoplasmaticos. No entanto, a autofagia apresenta acdes opostas,
pois, ao passo que pode auxiliar na sobrevivéncia das células sob condicbes
adversas (sendo ativada em situagbes em que ocorre falta de nutrientes ou de
oxigénio, por exemplo), pode também, em excesso, causar a morte das células
(sendo atualmente considerada como evento que leva a morte com aspectos
autofagicos) [18, 19, 21, 24]. Dessa mesma forma paradoxal a autofagia atua em

tumores, pois pode favorecer o desenvolvimento tumoral auxiliando, por exemplo, na
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prevencdo de apoptose; ou sobrevivéncia durante tratamento com quimioterapicos,
mas também pode inibir o crescimento tumoral, causando morte celular com

aspectos autofagicos ou através da manutencédo de organelas e componentes [21 —

- Lysosome

-~ Lysosomal hydrolase h"“’w_.xh
- .
o~ Autophagosome i . Autolysosome o
* iy
P o N
/ a R ; N
2 @ ) @ Sl
Do/ T8 A
Isolation g et
membrane > A\ » ey felay L) 4 W
- s, A By b
] “ e
VESICLE VESICLE DOCKING VESICLE BREAKDOWN
NUCLEATION ELONGATION & FUSION & DEGRADATION

23].

Figura 2: llustracdo esquematica das etapas do processo autofagico. O inicio do
processo comeca pelo passo de nucleacdo, seguido pelo alongamento do vaclolo autofagico,
formando o autofagossomo contendo os componentes a serem degradados. Quando as membranas
do autofagossomo se fusionam ao lisossomo, é formado um autofagolisossomo, onde ocorre a acao
das enzimas lisossomais e degradacdo dos componentes englobados. Meléndez, A. e Levine, B.

2009. WormBook, ed. The C. elegans Research Community.

Molecularmente, a autofagia é regulada por uma familia de genes chamados
Atg (autophagy related genes). A via de sinalizacédo que regula esse mecanismo € a
via da PI3K de classe | e de classe lll (class Ill e class | phosphatidylinositol 3-
kinase) [21 — 23]. A figura 3 representa uma visao geral da via autofagica, mostrando
a regulacao negativa pela PI3K de classe | através da mTOR (mammalian target of
rapamycin) e a regulacédo positiva pela PI3K de classe Ill, que forma complexo com
as proteinas p150, Atg 14 e Beclina-1. A partir da ativagdo da autofagia pela via da
PI3K de classe Ill, ocorre a formacdo de uma membrana de isolamento, que vai
englobar componentes celulares e dar origem ao autofagossomo. A formacdo do
autofagossomo é coordenada pelo complexo entre Atg5, Atgl2 e Atgl6. Durante
esta etapa também ocorre o processamento da proteina LC3-1, em LC3-Il, que se
liga @ membrana do autofagossomo. A partir dai ocorre a fusdo com o lisossomo e

degradacéo dos componentes englobados.
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Além disso, em diversos pontos da via da autofagia ocorre interacdo com a
apoptose, de forma que um processo pode regular o outro. Ocorre, por exemplo,
atuacao a favor da apoptose pelas proteinas Atg5 e Atgl2, pois estas interagem
com a proteina anti-apoptética Bcl-2 (B-cell Lymphoma 2). Outra interacdo
importante € a interacdo entre a proteina Beclina e as proteinas Bcl-2 e Bcl-XL (B-
cell lymphoma-extra large). No entanto, a interacdo entre estas proteinas nédo
impede a acao anti-apoptotica de Bcl-2 e Bcl-XL, ocorrendo apenas inibicdo da
atividade da Beclina e, portanto, da inducdo autofagia. [18, 20, G, H].

Sabendo que existe uma correlacdo entre apoptose e autofagia através da
interacdo entre proteinas de ambas as vias, e sabendo dos papéis opostos da
autofagia, torna-se importante relacionar ambos os mecanismos celulares em
tumores, de forma a auxiliar o conhecimento sobre a biologia celular do cancer para
futuros tratamentos. Dessa forma, o presente estudo tem como objetivo, avaliar as
alteracbes no mecanismo de autofagia em gliomas através do silenciamento da
proteina XIAP, avaliando o perfil proteico das células silenciadas e tracando uma
relacdo entre apoptose e autofagia.
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Figura 3: Via geral de sinalizacdo da autofagia. Figura esquematizando proteinas importantes para
os diversos passos na inducdo e progressdo da autofagia. Figura retirada de

http://www.cellsignal.com/reference/pathway/Autophagy.html




14

[I. Artigo Cientifico

Carta de submissdo no formato requerido pelo periodico “Cell Death and

Differentiaton” (http://www.nature.com/cdd/index.html)

Michele O. Hitten?, Andrew O. Silva2, Guido Lenz?

1 — miih.hutten@agmail.com

2 — andrewbiomed@agmail.com

3 — qulenz@agmail.com

Laboratorio de Sinalizacdo e Plasticidade Celular (www.ufrgs.br/labsinal),

Departamento de Biofisica, Universidade Federal do Rio Grande do Sul.


http://www.nature.com/cdd/index.html
mailto:miih.hutten@gmail.com
mailto:andrewbiomed@gmail.com
mailto:gulenz@gmail.com
http://www.ufrgs.br/labsinal

15

Avaliacao dos efeitos do silenciamento de XIAP no

mecanismo da autofagia em gliomas

Hutten, MO 2, Silva, AO*?, Lenz, G2

1- Laboratério de Sinalizacdo e Plasticidade Celular (www.ufrgs.br/labsinal),

Departamento de Biofisica, Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

2- Endereco para correspondéncia: Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Departamento de Biofisica, Av. Bento Gongalves, 9500. CEP 91501-970,
Porto Alegre, RS, Brasil. Telefone: +55 51 3308 7620


http://www.ufrgs.br/labsinal

16

.1 Resumo

Gliomas séo os tipos mais comuns de tumores primarios no sistema nervoso
central, sendo o Glioblastoma (GBM) a forma mais agressiva e mortifera, com alta
resisténcia tanto a quimio quanto radioterapia. Um importante fator que contribui
com a resisténcia é a superexpressdo de XIAP (X-linked Inhibitor of Apoptosis),
proteina que bloqueia a apoptose por inibir diretamente as caspases 3, 7 e 9.
Autofagia € um mecanismo fisioldgico de degradacao e reciclagem de componentes
celulares que, em canceres, pode atuar inibindo a progressédo tumoral, levando as
células a morte com aspecto autoféfico, ou pode auxiliar as células tumorais a
sobreviver sob condicfes adversas. O objetivo deste trabalho foi avaliar como o
silenciamento de XIAP modula o processo autofagico em linhagens de glioma
humano. Para tanto, células de glioma humano da linhagem U373 foram
estavelmente silenciadas para XIAP, utilizando a técnica de RNA de interferéncia
(RNAI). Através da andlise dos perfis de proliferacdo, foi constatado que o
silenciamento de XIAP néo foi capaz de alterar a taxa de proliferacdo celular em
relacdo aos controles. Na andlise de autofagia foi constatado que, nas células
silenciadas, os niveis desse mecanismo estavam aumentados em relacdo aos
controles. Como perspectivas, deve ser confirmada a indugdo da autofagia por
outros métodos, para avaliar o fluxo autofafgico, investigar mais profundamente
através de qual via celular este processo ocorre e tracar uma relacdo entre apoptose

e autofagia mediada por XIAP.

Palavras-chave: glioma, XIAP, autofagia, U373, apoptose.
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[I.2 Introducéo

Glioblastomas (GBM) sao tumores derivados de células gliais e correspondem
aos tipos mais comuns de tumores do sistema nervoso central [1, 2]. S80 os
subtipos mais malignos e agressivos de gliomas, com taxa de sobrevida variando de
12 a 18 meses, mesmo apds resseccao cirdrgica e tratamento com quimioterapia ou
radioterapia [3 — 5]. As caracteristicas que conferem a alta malignidade dos
glioblastomas envolvem sua alta proliferacao celular, infiltracdo difusa, angiogénese,
e resisténcia a apoptose [6, 7].

Uma causa importante para a resisténcia a apoptose é a alta expressao da
proteina XIAP (x-linked inhibitor of apoptosis protein) [8], uma proteina pertencente a
familia das IAPs (inhibitor of apoptosis protein), que tem como principal funcéo
bloquear a apoptose através da interacédo direta com as caspases 3, 7 e 9, inibindo
suas funcdes proteasicas [9 — 11]. Apesar de, sozinho, o aumento no nivel de
expressdao de XIAP ndo ser capaz de aumentar a resisténcia tumoral a
quimioterapicos [12], vém sendo observados diversos casos em que a diminuicao da
expressao de XIAP contribui para o tratamento do céancer por inibir a proliferacédo
celular, induzir apoptose e aumentar a sensibilidade a quimioterapicos [13 — 17].

Existem outras formas pelas quais células cancerigenas tornam-se
resistentes aos tratamentos, sendo uma delas pelo mecanismo da autofagia, via
pela qual ocorrem degradacdo e reciclagem de componentes celulares. Esse
processo é correlacionado com a apoptose, uma vez que diversos pontos dessas
vias interagem [18 — 20]. A autofagia ocorre em niveis basais para manter a
homeostase celular e é ativada, por exemplo, durante a privagdo de nutrientes ou
hipéxia. No entanto, € um mecanismo que apresenta acfes opostas, ja que pode
auxiliar a sobrevivéncia da célula em situacdes de setresse, como privacao de
nutrientes ou no caso de quimioterapia, mas também pode, em excesso, causar a
morte da célula, sendo atualmente considerada como evento que leva a morte
celular com caracteristicas autofagicas [21, 22].

Sabendo das acfes paradoxais da autofagia, e também sabendo que, em
tumores, esse mecanismo pode auxiliar na resisténcia a quimioterapicos [22, 23],
mas também pode se apresentar como alternativa para o tratamento do cancer [21,
22], torna-se importante avaliar qual o papel da autofagia quando XIAP é silenciada.
Além disso, dada a inter-relacdo da via autofagica com a apoptose, também se torna

importante esclarecer a importancia dos pontos de intercomunicagédo entre os dois
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mecanismos e tentar desvendar novos alvos capazes de regular as duas vias de
sinalizacdo. Dessa forma, o presente estudo visa estabelecer a relagcdo entre

apoptose e autofagia mediada por XIAP.

1.3 Resultados

[1.3.1 Confirmagéo do silenciamento de XIAP

A confirmacdo do silenciamento de XIAP foi realizada por Western Blot. A
figura 4 mostra o silenciamento de XIAP nas linhagens U373 X6 e X8, com uma
maior reducdo dos niveis proteicos de XIAP na linhagem X8 e uma reducdo menor

na linhagem X6.

U373wt  U373TURBO U373X6 U373 X8

Figura 4: Silenciamento de XIAP

XIAP na linhagem U373. O silenciamento
foi eficaz. Houve uma grande
reducdo para a sequéncia X8 e uma
menor reducdo para X6. A

Loading Control sequéncia TURBO é uma sequéncia

controle de shRNA.

[1.3.2 Avaliacéo do perfil proliferativo da linhagem de glioma U373.

Como demonstrado em diversos trabalhos [14 — 17], a diminuicdo da
expressdo de XIAP tem efeitos positivos na inducdo de apoptose e diminuicdo de
resisténcia a drogas. Dessa forma, foi realizado o ensaio de population doubling
para verificar se ocorreria alteracdo na taxa de proliferacdo das linhagens
silenciadas em relagdo ao controle. De acordo com a figura 5, os graficos de PD
cumulativo indicam que ndo houve diferenca significativa nas taxas de crescimento
das linhagens silenciadas para XIAP em relacdo aos controles. No entanto, houve
uma leve e néo significativa reducdo na proliferacdo das linhagens silenciadas, de
forma coerente com os niveis de expressao apresentados pela figura 4. A linhagem
X8, que expressa menos XIAP, apresenta menor taxa de crescimento, enquanto a

linhagem X6, que apresentou menor reducdo dos niveis de XIAP, possui perfil
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proliferativo mais parecido com o controle. A figura suplementar S1 apresenta um
resultado semelhante, utilizando a linhagem de glioma U87 (dados ndo publicados.
Silva, AO).

12 4

PDu373

Figura 5: Silenciamento de XIAP néo

10 1 influéncia na taxa de crescimento. O

grafico mostra os valores de PD (eixo
——_373 y) obtidos pela contagem de células

wratur | durante os dias de ensaio (eixo x). As
=373 %6 ,
células foram semeadas e contadas
u373xg
por citometria de fluxo nos dias 3, 5, 7

e 10 apo6s o plagueamento. (n=3)

0 dias 3 dias S dias 7 dias 10 dias

[1.3.3 Avaliacdo do perfil Autofagico da linhagem de glioma U373

O perfil autofagico das células selvagens e silenciadas foi tracado a partir da
marcagao com laranja acridina (AO). A figura 6 mostra os resultados da citometria e
um gréafico de porcentagem de marcacao por AO e de porcentagem de marcacao em
relacdo ao controle selvagem. O silenciamento de XIAP desloca a populacdo de
células para a direita, indicando aumento da marcacdo com laranja de acridina,
evidenciando um aumento no processo autofagico. Os resultados demonstram que o
nivel de autofagia parece estar correlacionado com o nivel de silenciamento de
XIAP, uma vez que, para a linhagem X8, que obteve forte inibicdo da expresséo de
XIAP, houve um grande aumento dos niveis de autofagia. Ja para a linhagem X6,
cujo silenciamento de XIAP néo foi tdo expressivo, ndo obteve tanto efeito na
marcagdo com o laranja de acridina. A figura suplementar S2 apresenta um
resultado de aumento de inducdo de autofagia em linhagens de glioblastoma

humano U87 silenciadas para XIAP (dados néo publicados. Silva, AO).
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[I.4 Discusséao e Concluséo

A autofagia recentemente vem sendo estudada como indutora de morte
celular. Apesar de existirem estudos indicando a acdo da autofagia em tumores por
auxiliar a tumorigénese ou na resisténcia a quimioterapicos [22, 23], existem,
também, indicios de que a autofagia pode atuar como supressora tumoral [24 — 27].
Uma vez que contornar o cancer é tarefa dificil devido a sua variabilidade genética e
variabilidade de resposta a tratamentos, novas estratégias vém sendo abordadas,
inclusive com relacdo a funcdo supressora tumoral da autofagia [21, 24, 27, 28].
Dessa forma, esse estudo procura buscar o efeito de XIAP sobre o mecanismo da
autofagia, tentando auxiliar na resolucdo de uma possivel interagdo entre a via
apoptotica e autofagica.

A ferramenta de silenciamento estavel se mostrou eficaz, pois, ainda que a
sequéncia de shRNA nomeada X6 tenha reduzido de forma fraca os niveis de XIAP,
a sequéncia nomeada X8 foi capaz de reduzir fortemente os niveis dessa proteina,
como demonstrado pela figura 4. A partir do silenciamento, foram investigadas as

taxas de proliferacdo das linhagens. Como o silenciamento de XIAP é capaz de
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induzir apoptose, inibir proliferacdo celular e sensibilizar células cancerigenas a
quimioterapicos [14 — 17], poderia se esperar encontrar taxas de proliferacao
reduzidas para as linhagens U373 X6 e U373 X8. No entanto, de acordo com
resultados prévios (dados nao publicados. Silva, AO) e com o gréafico de Population
Doubling cumulativo representado pela figura 5, ndo ha diferenca significativa no
perfil proliferativo das linhagens silenciadas em relagcdo aos controles. Houve um
pequeno, mas visivel, efeito de reducdo na proliferacdo para a linhagem X8. Esse
efeito, no entanto, ndo foi 0 mesmo para a linhagem X6, cuja expressao de XIAP
nao foi tdo fortemente reduzida pelo silenciamento.

Por fim, a autofagia foi investigada pelo ensaio por marcacao com Laranja de
Acridina e, de acordo com a figura 6, pode-se perceber que o silenciamento de XIAP
aumenta a marcacao vermelho-positiva para laranja de acridina, indicando um
aumento nos niveis do processo autofagico na linhagem U373 X8. O resultado
obtido na linhagem U373 X6 esta dentro do esperado, uma vez que, como 0s niveis
de XIAP nao foram fortemente reduzidos, ndo deveria se obter um resultado de
aumento da mesma forma que a linhagem U373 X8. Dessa forma, fica evidenciada
que a reducgdo dos niveis de XIAP é capaz de desencadear 0 mecanismo autofagico.

A partir de dados nao publicados utilizando a linhagem de glioblastoma
humano U87 MG (Silva, AO), foi originada a ideia de realizar experimentos
envolvendo a regulacdo da autofagia por XIAP em outras linhagens de glioblastoma
humano. No més de junho deste ano (2013), foi publicado um artigo sobre XIAP e
autofagia [29], que desvenda a via pela qual XIAP atua inibindo autofagia,
relacionando essa atuacao com a via das proteinas Mdm2 e p53. Podemos perceber
que obtivemos resultados semelhantes de inducdo de autofagia apdés o
silenciamento de XIAP da mesma forma que o artigo. Além disso, a relacdo de XIAP
e p53 com autofagia também se mostra correta, de acordo com o observado pelas
figuras suplementares S1 e S2 (dados nao publicados. Silva, AO). Portanto, este
presente artigo se apresenta coerente e correto, de forma que 0s objetivos iniciais
de relacionar apoptose e autofagia mediadas por XIAP se mantém para

complementar este trabalho.
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1.5 Material e Métodos

[1.5.1 Cultura de células

Células de glioblastoma humano U373 MG selvagens (U373wt) foram obtidas
da ATCC (American Type Culture Collection, Rockville, Maryland, EUA). Células
silenciadas para a proteina XIAP, cujas sequéncias de RNAi foram nomeadas X6 e
X8 (U373 X6 e U373 X8), foram produzidas através do silenciamento estavel com
RNA de interferéncia por transducéo lentiviral pelo nosso grupo de pesquisa (Silva
AO, dados ndo publicados). As células foram cultivadas em DMEM low glucose
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (GIBCO Laboratories, Grand Island, NY,
EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (GIBCO), 1% de
penicilina/streptomicina (GIBCO) e 0,1% de anfotericina B (GIBCO) e mantidas em
incubadora umidificada a 37°C e 5% de CO,.

[1.5.2 Ensaio de proliferagao celular

Células selvagens e silenciadas foram semeadas em confluéncia de 1x10*
células por poco em placa de 24 pocos. Nos dias 3, 5, 7 e 10 ap0s o plaqueamento,
as células foram suspensas e uma parcela foi destinada a contagem através de
citometria de fluxo (Guava Technologies, Hayward, CA, USA) e outra parcela foi
ressemeada. Dessa forma foram obtidos os valores de numero inicial e final de
células em cada tempo do experimento. Entdo, foi determinado o Population
Doubling (PD) de cada poc¢o a partir da formula PD = [log N(t) — log N(t,)]/log 2, onde
N(t) € o numero final de células por po¢o no tempo de passagem e N(t,) € o nUmero
inicial de células semeadas. Os valores obtidos foram inseridos num gréafico de PD

cumulativo contra o tempo de cultura.

[1.5.3 Quantificacdo de organelas vesiculares acidas (AVOSs) por marcacdo com
Laranja de Acridina
O desenvolvimento de organelas vesiculares acidas (AVOs) € um evento
tipico da autofagia. Sua formacéo indica maturacdo dos autofagossomos e eficiéncia
do processo autofagico, uma vez que apenas autofagossomos maduros tornam-se
acidos [30]. Laranja de Acridina (AO) (Sigma-Aldrich Chemical Co, St. Louis, MO,
USA) é um marcador fluorescente verde que, em compartimentos acidos, fluoresce

vermelho. Para a quantificagdo das AVOs, um namero indeterminado de células em
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cultura (confluéncia de 70% em uma garrafa de cultura de 25cm?2) foi suspenso e
marcado por 15 minutos com o AO (2,7 uM), para entdo ser analisado por citometria
de fluxo, através do aumento na marcacdo de eventos com alta fluorescéncia

vermelha (Guava Technologies, Hayward, CA, USA).

[1.5.4 Anéalise por Western Blot

As células selvagens e silenciadas foram semeadas em placas de 6 cm de
diametro. A extracao proteica foi realizada utilizando solucdo de lise desnaturante e
a quantificacdo de proteina das amostras foi feita pelo método de Lowry. Quarenta
microgramas de proteina foram submetidos a SDS-PAGE 12% ou 15% e transferido,
overnight, para uma membrana de PVDF (Amersham Pharmacia Biotech,
Piscataway, NJ, EUA). A membrana foi bloqgueada com 5% de leite em po
solubilizado em TTBS por uma hora e incubada overnight com o anticorpo primario
anti-XIAP (diluicdo 1000 — Cell Signaling), sob agitacdo, seguido da incubagcdo com
0 anticorpo secundario apropriado conjugado a peroxidase (1:2000 — Cell Signaling)
por, no minimo, duas horas, sob agitacdo. A imunodeteccéo foi realizada usando
ECL e filmes de raios-X (Kodak X-Omat, Rochester, NY, EUA).
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lll. Conclusfes e Perspectivas

A partir do presente trabalho, mostramos que o silenciamento de XIAP néo é
capaz de causar diferenca na taxa de proliferacdo celular na linhagem de
glioblastoma U373 e em trabalhos prévios na linhagem U87 (dados néo publicados.
Silva, AO), e que esse silenciamento resulta num aumento da autofagia.
Infelizmente, ndo foi possivel realizar alguns dos objetivos, que envolviam analisar o
perfil proteico das células silenciadas e tracar a relacdo entre apoptose e autofagia
nessas células. Sendo assim, as perspectivas do trabalho séo:

A) Confirmar a inducdo de autofagia apds o silenciamento de XIAP por outros
métodos, analisando, dessa forma, o inicio, o progresso e a finalizagdo do fluxo
autofagico.

B) Avaliar alteracbes nos niveis de proteinas relacionadas com autofagia e
apoptose nas células silenciadas em relacao aos controles para que seja identificada
a via pela qual o silenciamento de XIAP influencia a autofagia.

C) Tracar a relacdo entre a autofagia e a apoptose, realizando um ensaio de
marcacdo com Anexina V e lodeto de propideo para avaliar o perfil de morte por
apoptose sofrido pelas células silenciadas e, posteriormente, inibir e ativar, em
etapas diferentes, tanto a autofagia quanto a apoptose, para verificar alteragcdes nos
resultados obtidos da forma basal.

D) Por fim, os ensaios de PD e AO foram realizados com as linhagens U87 e
Al72 (ambas selvagens e silenciadas), mas ainda faltam resultados conclusivos

para que essas linhagens sejam incluidas no trabalho.
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Anexos

Figura suplementar S1: Silenciamento de XIAP combinado com superexpressao
de p53 reduz as taxas de proliferacdo celular. As células foram transfectadas e,
nos dias 2, 5, 7 e 10 apos a transfeccdo, o Population Doubling foi determinado por

contagem automatica por
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U87 silenciadas para XIAP

(sequéncia X6) quando p53

e superexpressa, em

Cumulative Population Doubling

comparacao com 0s

Daysin Culture

controles. (n = 5)
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Figura suplementar S2: Silenciamento de XIAP aumenta o numero de células
com autofagia. Ap6s 24h de transfec¢cdo com plasmideo contendo LC3-GFP, foram
contadas 100 células GFP positivas por poco, através de microscopia de
fluorescéncia. A presenca de mais de 5 autofagossomos marcados com GFP por
célula foi considerada positiva. Ambas as linhagens, ap0s superexpressdo de p53,
apresentam reducdo no processo autofagico. Dados em porcentagem.

Ensaio de Autofagia

T autofigico

ndio autofigico

uB7Xi  waTNip33




	I.  Introdução
	I.1 GLIOMAS
	I.1.1 Características Gerais e Epidemiologia
	I.1.2 Classificação
	I.1.3 Glioblastoma (GBM)

	I.2 XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein)
	I.3 Autofagia

	II.  Artigo Científico
	II.1  Resumo
	II.2  Introdução
	II.3 Resultados
	II.3.1 Confirmação do silenciamento de XIAP
	II.3.2 Avaliação do perfil proliferativo da linhagem de glioma U373.
	II.3.3 Avaliação do perfil Autofágico da linhagem de glioma U373

	II.4 Discussão e Conclusão
	II.5 Material e Métodos
	II.5.1 Cultura de células
	II.5.2 Ensaio de proliferação celular
	II.5.3 Quantificação de organelas vesiculares ácidas (AVOs) por marcação com Laranja de Acridina
	II.5.4 Análise por Western Blot

	II.6 Referências

	III. Conclusões e Perspectivas

