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RESUMO

RANGEL, M. M. M. Interferéncia da eletroporacdo sobre a expressdo de
conexinas. [Interference of electroporation on the expression of connexins].
2011.120 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2011.

A eletroporacdo € um fendbmeno que promove a formacédo de poros na membrana
citoplasmatica quando esta € submetida a exposicdo de um campo elétrico
especifico. Dentre as principais aplicacdes da eletroporagdo podemos citar a
eletroquimioterapia, uma nova terapia contra o0 cancer, e a terapia génica, ainda em
desenvolvimento. As conexinas sao unidades formadoras das juncdes gap, canais
transmembrana responsaveis pela comunicacéo intercelular e que participam de
uma serie de eventos fisiolégicos como o crescimento e diferenciagdo celular. A
importancia desta familia de genes na oncologia esta cada vez mais clara dadas as
evidencias de seu comportamento de supressor de tumor ou como facilitador da
disseminacao e metastases de acordo com a fase de em que 0 cancer se apresenta.
A eletroporacdo como um fendmeno que promove perturbagcdo em membrana
poderia interferir de alguma forma na expressao das conexinas. O objetivo deste
trabalho foi avaliar os possiveis efeitos de interferéncia na expressao génica das
células promovidos pela eletroporacdo em especial na familia de genes das
conexinas. Para tanto as células foram expostas a um campo semelhante a o
utiizado para eletroquimioterapia e avaliadas em diferentes tempos apos a
exposicdo. Trés linhagens, duas neoplasicas (melanoma B16/BL6 e E9) e uma
linhagem né&o neoplasica (E10) foram utilizadas como modelo experimental para que
pudesse ser feita uma analise comparativa e a avaliacdo dos possiveis diferentes
comportamentos das mesmas frente a eletroporacédo. O estudo da expressdo génica
foi realizado pelas técnicas de imunofluorescéncia, western blot e PCR em tempo
real. A Cx 26 foi avaliada na linhagem B16/BL6 e a Cx 43 nas linhagens E9 e E10.
Os resultados da imunofluorescéncia apontaram uma marcacao no citoplasma em
B16/BL6, predominantemente em nucleo para a linhagem E9 e em nlcleo e
citoplasma em E10. Somente a linhagem E9 apresentou diferentes marcacdes entre
0S grupos, com uma marcacdo em citoplasma no grupo t;» (30 minutos apos a
eletroporacao) O western blot mostrou diminuicdo transiente para as Cxs apenas

nas linhagens neoplasicas nos grupos tij» e t; (1 hora apos a eletroporacao). A



linhagem E10 apresentou aumento de expressao nos mesmos grupos. O PCR em
tempo real apresentou diferencas significativas nos tempos ti; e t; para as linhagens
B16/BL6 e E10. A linhagem B16/BL6 teve diminuicdo de RNAmM enquanto a
linhagem E10 apresentou aumento de transcricio de RNAm. A linhagem E9
apresentou padrdao de expressdo bastante heterogéneo. Frente aos resultados
apresentados podemos concluir que a eletroporacgao interferiu de maneira transiente

na expressao de conexinas.

Palavras-chave: Eletroporacdo. Eletroquimioterapia. Conexinas. Neoplasias.

Melanoma.



ABSTRACT

RANGEL, M. M. M. Interference of electroporation on the expression o f
connexins [Interferéncia da eletroporacdo na expressao de conexinas]. 2011.120 f.
Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina e Zootecnia, Universidade
de S&o Paulo, Sao Paulo, 2011.

Electroporation is a phenomenon that promotes the formation of pores in the
cytoplasmic membrane when it is exposed to a specific electric field. The main
applications of electroporation include the electrochemotherapy, a new cancer
therapy, and gene therapy, still in development. Connexins are forming units of gap
junctions, transmembrane channels responsible for intercellular communication and
participating in a series of physiological events such as cell growth and
differentiation. The importance of this gene family in oncology is increasing. The
evidence of its behavior as a tumor suppressor or facilitator of dissemination and
metastases according to the stage where the cancer presents itself. Electroporation
as a phenomenon that promotes membrane disruption could interfere somehow in
the expression of connexins. The aim of this study was to evaluate the possible
effects of interference in gene expression. of cells promoted by electroporation in
particular gene family of connexins. For this purpose cells were exposed to a electric
field similar to that used for Electrochemotherapy and evaluated at different times
after exposure. Three cell lines, two neoplastic (melanoma B16/BL6 and E9) and one
line non-neoplastic (E10) were used as experimental models that could provide a
comparative analysis between the lines and an assessment of the possible different
behaviors due to electroporation. Its expression was assessed by
immunofluorescence, western blot and real-time PCR. Cx 26 was evaluated in the
melanoma cell line B16/BL6 and Cx 43 in the cell lines E9 and E10. The results
showed a cytoplasm immunofluorescence staining pattern in the in B16/BL6,
predominantly in the nucleus in line E9 and in the nucleus and cytoplasm for cell line
E10. Only the cell line E9 had different immunoflurescence stainings between the
groups, with a positivity in the cytoplasm in the group ty,. The western blot showed
transient decrease of Cxs only in cell lines neoplastic in the times t;,, and t;. The lung
cell line E10 showed increased expression in the same time points. The real-time
PCR showed significant differences in ty, and t; for the cell lines B16/BL6 and E10.



The melanoma cell line B16/BL6 had mRNA decreased while the cell line E10
showed increased transcription of mRNA. The cell line E9 showed a very
heterogeneous expression pattern. According to our results, we can conclude that

electroporation interfered transiently in the expression of connexins.

Keywords:  Electroporation.  Electrochemotherapy.  Connexins.  Neoplasms.
melanoma.
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1 INTRODUCAO

s efeitos da eletricidade nos organismos vivos estdo cada vez mais em

evidéncia na literatura cientifica. Com a evolucdo do conhecimento

cientifico, modelos que descrevem a fenomenologia envolvida nos
fendbmenos elétricos, suas interagdes com 0 NOSSO oOrganismo e suas possiveis
aplicacdes vem sendo desenvolvidos(GATENBY; FRIEDEN, 2010). E notdria hoje,
a presenca da eletricidade como ferramenta indispensavel em nosso dia-dia através
de suas aplicacbes. Em virtude disso estamos constantemente expostos a campos
eletromagnéticos. Suas interacdes com organismos vivos e em especial com o
nosso organismo tem sido tema de trabalhos de pesquisa, como por exemplo, a
relacdo entre o uso de aparelhos celulares, que nos expde de maneira frequente a
campos eletromagnéticos, e 0 aumento do risco de cancer no cérebro (GROUP,
2010; INSKIP et al., 2010). Embora existam indicios, tanto in vivo, quanto in vitro,
dados conclusivos sobre os maleficios sobre a saude humana de campos
eletromagnéticos ainda estéo a ser esclarecidos(LERCHL, 2009; DE VOCHT, 2010).

No estudo do cancer, a eletricidade e seus efeitos também contribuem
bastante na medicina, através de meios de diagnostico, tratamento e na pesquisa
cientifica. Inimeros sdo os exemplos que, se ndo usam-na como principio direto,
utilizam-na indiretamente no funcionamento de seus dispositivos. Nas ultimas duas
décadas o fendbmeno elétrico da eletroporacéo foi utilizado como um dos principios
em uma nova modalidade de tratamento contra o cancer, a eletroquimioterapia (MIR,
1994; HELLER et al, 1997). Primeiramente utilizado para realizacdo de
experimentos de transfeccdo génica, alguns pesquisadores se valeram do principio
da eletroporacdo, que promove aumento da permeabilidade da membrana
citoplasmatica quando esta € submetida a um campo elétrico especifico, para
desenvolver essa nova modalidade de tratamento(NEUMANN et al., 1999;
MIKLAVCIC et al., 2000). A eletroquimioterapia associa 0s principios de uma
quimioterapia no seu conceito tradicional com o fenbmeno de eletroporacdo para
potencializar os efeitos de agentes antineoplasicos pouco permeaveis a membrana
da célula(MIR; ORLOWSKI, 1999; KOS et al., 2010).
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Diversas triagens clinicas ja foram feitas e a técnica hoje se difunde pelo
mundo tanto em medicina humana quanto veterinaria(KIS et al., 2010; KOS et al.,
2010; LANDSTROM et al., 2010; TESTORI et al., 2010). Com a disseminagdo da
técnica mais estudos sobre seus principios vem sendo sido desenvolvidos e o
fendmeno da eletroporacdo cada vez mais estudado. Recentemente um estudo
sobre a interferéncia do fendmeno de eletroporacdo na expressado génica das
células foi desenvolvido. Os resultados apontam que a eletroporacdo promove sim
interferéncia em alguns genes que participam da sintese da proteinas e também em
genes da familia HSP (heat shock protein)(MLAKAR et al., 2009).

O estudo das conexinas em grupos de pesquisa de oncologia vem ganhando
propor¢cdes cada vez maiores, uma vez que os trabalhos mostram a grande
importancia dessa familia de genes no processo de desenvolvimento do cancer e no
desenvolvimento de metastases, de acordo com o0 estagio de progressao
tumoral(ZHAO; DENG, 2007; CRONIER et al., 2009; NAUS; LAIRD, 2010). Como
unidades formadoras das jungbes gap, canais localizados na membrana que
realizam comunicacdo intercelular e sdo responsaveis por processo Como
proliferacdo, diferenciacdo e homeostase celular (VINKEN et al., 2006; DAGLI;
HERNANDEZ-BLAZQUEZ, 2007), perturbagcbes na membrana citoplasmatica
poderiam vir a trazer algum desequilibrio na expressédo das conexinas e também na

comunicacao intercelular através das jun¢des gap.

A proposta desse trabalho é através de experimentos in vitro verificar se o fenébmeno
de eletroporacdo como um processo que promove perturbacdo na membrana das
células, pode interferir de alguma forma na expressdo das conexinas. Para isso,
além da utilizacdo das ferramentas de biologia molecular aplicadas a patologia
experimental, foram realizados experimentos in vivo para que a observacdo da
técnica de eletroquimioterapia nos auxiliasse a compreender de forma

contextualizada a acdo do fendmeno de eletroporacdo em organismos Vivos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Os temas bordados nesta revisédo de literatura serdo abordados nos sec¢bes
especificas abaixo.

2.1 CONHECIMENTOS ATUAIS SOBRE ELETROPORACAO E JUNCOES GAP

A eletroporacéo e as juncdes gap sdo 0s assuntos principais dessa tese de
doutorado. As sec¢Bes abaixo discorrem sobre os fundamentos necesséarios para
uma melhor compreenséo do trabalho de pesquisa.

2.1.1 A eletricidade a eletroporagéo e a eletroquimioterapia

Ha pelo menos trés mil anos a eletricidade vem sendo utilizada com fins
terapéuticos, como descreveu Gaius Plinius Secundus (23-79 DC) em sua obra
Historia Natural, na utilizacdo em dores de cabeca e gota (BASFORD, 2001). Os
primeiros relatos do efeito antitumoral associado ao uso de corrente elétrica datam
do final do século 18, com o uso de corrente continua de baixa intensidade
(NILSSON et al., 2000). Ja do meio para o final do século estudos mais elaborados
sobre as possiveis aplicagfes terapéuticas e 0os mecanismos envolvidos foram
realizados. Na década de 80 comega entdo a ser desenvolvida uma técnica de
combate ao cancer que se apropria de um fendmeno bem conhecido dos
laboratorios de pesquisa, a eletroporacdo. Desse fendmeno nasceu a
eletroquimioterapia, uma técnica hoje em franca expansdo pelo mundo tanto em
medicina humana quanto em medicina veterindria (CEMAZAR et al., 2008; KOS et
al., 2010). A fenomenologia envolvida nessa nova técnica é alvo de diversos temas
de pesquisa e sua compreensdo ja proporciona o desenvolvimento da terapia
génica, vacinas dentre outras aplicacdes (HELLER, R. et al., 1997; MIKLAVCIC et
al., 2000; GEHL, 2005). Diversos estudos clinicos em paises como Franca,
Eslovénia, Dinamarca, Irlanda, Italia, Estados Unidos da América, Japao, México,
Austria, Australia ja foram realizados com a eletroquimioterapia (SERSA et al.,
2008b). Os resultados deste trabalho, coordenados pelo Dr. Lluis Maria Mir do
Instituto Gustave-Roussy, serviram de base para definir os padrdes operacionais de

procedimentos de eletroquimioterapia em humanos que foi denominado projeto
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ESOPE (European Standard Operating Procedures of Electrochemotherapy) (MIR,
L. M. et al., 2003; CEMAZAR et al., 2008).

2.1.2 As conexinas e o cancer

A correlacdo entre a expressdo das conexinas e 0 cancer € um assunto que
vem sendo estudado ha muito tempo, jA sendo descrito em 1966 que ceélulas
cancerosas estudadas por eles ndo apresentavam comunicacdo por GJ
(LOEWENSTEIN, 1966). A perda ou diminuicdo da funcdo das GJ, frequentemente
associada a mudanca de expressdo das conexinas, participa da progressédo de uma
variedade de tumores. Os tipos de conexinas, que tiveram sua expressao alterada,
variam de acordo com o tipo de neoplasia. (HAASS et al.,, 2004). Raramente s&o
observadas mutacées em genes que codificam as conexinas, por isso a perda das
comunicacdes intercelulares por GJ parece estar envolvida em aberrantes
localizacbes ou expressdes destas(LI; HERLYN, 2000). Diversas pesquisas tém
demonstrado também que a comunicacéao intercelular por GJ em células cancerosas
€ deficiente seja por baixa expressdo das conexinas, trafico alterado para a
membrana celular destas ou baixa habilidade para formar juncbes gap funcionais
(KING, T.; BERTRAM, 2005). Dois dos maiores mecanismos que podem estar
envolvidos na baixa regulacdo das conexinas sdo a metilacdo dos genes que a
codificam e a fosforilagdo pos-traducéo da prépria conexina (CHIPMAN et al., 2003).
A interferéncia das modificagbes observadas nas GJ e conexinas durante a
proliferacdo celular geralmente resulta em diminuicdo nas comunicacbes
intercelulares por GJ, porém a relevancia funcional destas alteracfes neste processo
ainda é tema de grande debate(VINKEN et al., 2006). Alguns experimentos tém
sugerido que as conexinas exercam influéncia na proliferacdo celular por
mecanismos dependentes da comunicacdo por GJ e também por outros
independentes (ZHANG et al., 2003). Desta forma as conexinas teriam influéncia na
proliferacdo celular ndo s6 por serem subunidades formadoras das GJ, que sao
canais para inumeros moduladores da proliferacdo celular, mas também por sua
propria presenca ou parte de sua molécula, que atuaria diretamente no controle da
expressdo génica e desta forma no crescimento celular. Ainda existem muitas

questOes a respeito da interferéncia das conexinas na proliferacdo celular, mas o
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gue se observa nas neoplasias, embora muitas exce¢cbes venham sendo relatadas,
€ uma reducdo na comunicacdo por GJ. Substanciais evidéncias sugerem que uma
sustentada baixa regulacdo das comunicacdes intercelulares por GJ forneca um
estimulo promotor de neoplasias (CHIPMAN et al., 2003). Outro fato observado é
gue a deficiéncia de conexinas aumenta a susceptibilidade tanto para carcinogénese
espontanea quanto para induzida quimicamente, embora a inibicdo do crescimento
causada por transfeccdo de genes que codificam conexinas, nem sempre esteja

associada ao aumento da atividade das comunicacdes por GJ (VINKEN et al., 2006).

2.2 A ELETROPORACAO

Esta secéo se destina especificamente aos conceitos e fundamentos sobre

eletroporacao essenciais a uma melhor compreenséao deste trabalho de pesquisa.

2.2.1 Fenbmeno de quebras elétricas

O fendbmeno de “quebras elétricas” reversiveis na membrana celular, mais
tarde definido como eletroporacéo ou eletropermeabilizagéo, foi relatado ja no fim da
década de 50. Quase uma década depois foi promovida a destruicdo nao térmica de
microorganismos submetidos a altos pulsos elétricos. No inicio da década de 70
experimentos determinaram um grande aumento da permeabilidade de vesiculas
submetidas a pulsos elétricos (NEUMANN; ROSENHECK, 1972). No inicio da
década de 80 foram realizadas as primeiras transferéncias de genes utilizando
pulsos elétricos e finalmente no fim da década de 80, foi observado o aumento da
citotoxidade da bleomicina in vitro e in vivo com o uso de pulsos elétricos, 0 que viria
a ser denominada posteriormente eletroquimioterapia (NEUMANN et al., 1982;
MIKLAVCIC, D. et al.,, 2010). A eletroporacdo € um processo conhecido ha
aproximadamente 20 anos que tem como objetivo facilitar a entrada na célula, de
moléculas normalmente ndo permeaveis a membrana plasmatica (GOTHELF et al.,
2003). Atualmente este processo tem sido amplamente utilizado em biologia
molecular, biotecnologia e medicina no transporte de genes e drogas para dentro
das células (KANDUSER et al., 2006). Dentre as aplicacdes mais promissoras da
eletroporagdo podemos destacar a transferéncia de DNA, por ser esse eficiente,

seguro e nao viral, para terapia genética (MIKLAVCIC, D. et al., 2010) e a
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eletroquimioterapia no tratamento do céancer (SATKAUSKAS et al., 2005).
Recentemente a eletroporacéo foi associada com sucesso a terapia fotodinamica, in
vitro, com objetivo de aumentar os niveis de fotosensibilizadores nas células
tumorais (LABANAUSKIENE et al., 2007). O procedimento de eletroporagéo consiste
basicamente na exposi¢do do tecido ou células aos pulsos elétricos por meio de
eletrodos (MIR, L. M., 2001; COROVIC et al., 2008).

A geometria dos eletrodos deve ser de tal maneira que proporcione uma aplicacéao
homogénea e constante dos pulsos elétricos no tecido ou meio de cultura. Existe um
grande numero de eletrodos sendo utilizados no processo de eletroporagdo para
eletroquimioterapia, podendo estes ser em forma de placas ou em forma de agulhas
equidistantes. In vitro sdo utilizadas cubetas préprias para este tipo de
procedimento. Os principais materiais utilizados para constru¢ao dos eletrodos séo o

aluminio e o0 a¢o, sendo este Ultimo o mais utilizado (COROVIC et al., 2008).

2.2.2 Fundamentos da eletroporacéo

Quando uma célula é submetida a um campo elétrico, uma voltagem
transmembrana é induzida. Se esta voltagem transmembrana induzida atingir
valores maiores que a diferenca de potencial de repouso da membrana, comeca-se
a observar um aumento de permeabilidade (GOWRISHANKAR; WEAVER, 2006).
Este fenbmeno é denominado eletroporacdo ou eletropermeabilizacdo (FLISAR et
al., 2003). Os poros serdo inicialmente gerados onde o campo elétrico induzido
superar a diferenca de potencial transmembrana, descrito como sendo
aproximadamente 200mV para células eucarioticas por Tessie e Rolls em 1993
(GEHL, 2003). O que determinard a area de eletroporacdo é a intensidade do campo
induzido e o que definira o tamanho do poro € o tempo de duracdo e o niumero de
pulsos (PUC et al., 2004). Observa-se também que os poros se formarao
primeiramente no poélo positivo do eletrodo, devido potencial no interior da célula ser
negativo, sendo entdo este o local onde a capacitdncia a membrana sera excedida
primeiro. Outra caracteristica que tem se observado é que 0s maiores poros se
formardo na face oposta a face onde se encontra o eletrodo positivo(USAJ et al.,
2010). Os maiores poros sao os responsaveis pela entrada das maiores moléculas,

como a do DNA, que podem precisar de forcas de eletroforese para entrar(GEHL,
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2003). A eletroporacdo estd fortemente relacionada com o padrdo de amplitude,
duracdo, frequéncia, numero e forma do pulso elétrico aplicado (LEBAR et al., 2002).
Os poros formados pelo campo elétrico aplicado poderdo ser reversiveis, mantendo
a viabilidade da célula apds a aplicacdo(KRAMAR et al., 2007). Se os valores de
amplitude e duracdo, excederem determinados padrdes de pulso elétrico suportaveis
pela membrana os poros se tornam irreversiveis desencadeando a morte da
célula(PUC et al.,, 2004). Os poros formados pela eletroporacdo permitem que
moléculas de peso molecular com valores acima de 30.000 Da, normalmente nao
permeaveis penetrem na célula (GOTHELF et al., 2003). Enquanto a formacgédo dos
poros se d& quase que imediatamente a aplicacdo do campo elétrico, seu
fechamento pode demorar de alguns segundos a minutos(PLIQUETT et al., 2007). A
exposicdo de tecidos, in vivo, ao campo elétrico pelo processo de eletroporacdo
também promove outro fenbmeno que € uma transiente diminuicdo do fluxo
sanguineo, possibilitando um maior tempo para penetracdo de drogas e outras
moléculas pelos poros formados(SERSA et al., 2008a). Isso proporciona uma maior
concentracdo intracelular de uma droga que esteja circulante, no tecido
exposto(PEYCHEVA et al., 2007).

2.2.3 Permeabilidade celular e eletroporacéo

Células submetidas a um campo elétrico externo especifico tem apresentado
aumento de sua permeabilidade, o que se denominou eletropermeabilizacdo ou
eletroporacdo(WEAVER, 1995b; GEHL, 2003). Utiliza-se este ultimo nome, pois foi
creditado a formacgéo de poros ha membrana, apds a exposicdo ao campo elétrico, a
razdo do aumento de permeabilidade na membrana. Embora ndo existam evidencias
fisicas que poros sdo criados na membrana da célula(CHANG; REESE, 1990;
CHERNYSH et al., 2009). As bases tedricas que sustentam esse modelo predizem
que as forcas elétricas suplantam as forcas dielétricas das interacfes hidrofobicas
da membrana(DANDO; CHEN, 2008). Experimentos com a técnica de congelamento
rapido e microscopia eletrénica por crio-fratura mostraram evidencias da criacao de
poros na membrana ap0s exposicdo a um campo elétrico especifico, similar aos
utilizados em protocolos de eletroporacéo. A figura 1 mostra fotos de microscépio
eletrénico por criofratura dos possiveis poros formados em diferentes tempos apés a
aplicacédo do campo elétrico (CHANG; REESE, 1990).
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Figura 1 — Micrografia (microscopia eletrdnica de varredura) mostrando a estrutura da
membrana celular (face externa) de eritrocitos congelados em diferentes tempos apoés
eletroporacéo. (A) 0,5 ms, (B) 3 ms, (C) 40 ms, (d) 5 s e (E) 10 s. 60000x. (CHANG; REESE,
990)

A criacao de poros na membrana possibilita a troca de substancias do meio
intracelular com o meio extracelular, o que poderia ser motivo de lesdes e até
mesmo morte das células (DANDO; CHEN, 2008). Os mecanismos de restauracao
das homeostase celular também ficam prejudicados com o desbalanco de
concentracao dos solutos do meio intracelular, porém a medida que a membrana vai
se reestabelecendo, lentamente a célula vai se recuperando até atingir novamente
sua condigdo fisiologica (TSONG, 1991). Se o processo de eletroporacdo for
irreversivel, como os mecanismos de regulacdo da homeostasia celular ficam
prejudicados com o aumento da permeabilidade promovida pelos eletroporos, a
célula ndo conseguira se reestabelecer e morrera. Isso ocorre principalmente pelo

desbalanco idnico e perda de ATP, sendo este dltimo um importante motivo, uma



39

vez que 0os mecanismos de manutencao de vida da célula sdo dependentes de seus
estoques (TSONG, 1991; KANDUSER et al., 2006; DANDO; CHEN, 2008).

O reestabelecimento das membranas pode variar de acordo com a
intensidade do campo aplicado. Esse tempo de reorganizacao das membranas varia
de milissegundos a minutos (WEAVER, 1995a; VALIC et al., 2003).

2.2.4 Eletroquimioterapia

A combinacdo de quimioterapia sucedida de eletroporacdo denominou-se
eletroquimioterapia, uma nova modalidade de terapia antineoplasica (CEMAZAR et
al., 2008). O processo consiste em potencializar a acdo de uma droga, antes com
baixa ou nenhuma permeabilidade na membrana da célula, aumentando sua
permeabilidade através do fenbmeno de eletroporacdo (TESTORI et al., 2010). A
bleomicina, uma droga de alto poder citotoxico intrinseco, porém impermeavel a
membrana teve seu efeito aumentado, in vitro, cerca de 8000 vezes com a
eletroporagcédo (MIR, L. M., 2001). Esta droga, sem eletroporacéo, € internalizada na
célula por endocitose mediada por proteina carreadora. Desta forma seu transporte
para dentro da célula depende da quantidade de exposicdo destas proteinas na
membrana celular e da velocidade com que elas sdo endocitadas. Outra droga
também utilizada em eletroquimioterapia € a cisplatina, que é pouco permeavel a
membrana e teve seu efeito potencializado in vitro cerca de 80 vezes com a
eletroporagdo (MIR, L. M.; ORLOWSKI, 1999). A eletroquimioterapia é uma técnica
de tratamento localizado de diversos tipos de tumores solidos, sejam eles cutaneos
ou subcutaneos (MIR, L. et al., 1998; MIR, L. M. et al., 2003; SERSA; MIKLAVCIC,
2008). Pelas bases fisico-quimicas descritas anteriormente pode-se notar que
teoricamente o tratamento € eficiente em todos os tumores em que se consiga
realizar o procedimento, embora nédo existam dados suficientes para se demonstrar
esta afirmacéo (MIR, L. M.; ORLOWSKI, 1999).
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2.3 AS JUNGOES DO TIPO GAP E CONEXINAS

Esta secao se refere exclusivamente a o tema conexinas e juncdes gap. Nela
estdo contidos os conhecimentos necessarios para que se tenha uma melhor

compreensao desse trabalho de pesquisa.

2.3.1 A estrutura das juncdes do tipo GAP e as conexinas

As juncdes gap (GJ), descritas inicialmente na década de 60 (MESNIL, 2002),
desempenham uma série de fungdes biologicas, como homeostase, morfogénese,
diferenciacdo e controle do crescimento celular. Desta forma estes importantes
canais de comunicagao intercelular participam tanto da manutencdo de tecidos
normais como do desenvolvimento de neoplasias (LI; HERLYN, 2000; TORRES et
al., 2005). As GJ sédo canais entre células adjacentes que transportam moléculas
com peso molecular de até aproximadamente 1000 Da, como ions, segundos
mensageiros e metabolitos (CHIPMAN et al., 2003). O fluxo de moléculas através
das GJ é considerado um mecanismo chave em praticamente todos 0s processos do
ciclo da vida de uma célula (VINKEN et al., 2006). As GJ, embora ndo sejam
idénticas em todos os tecidos, sédo formadas por seis unidades basicas chamadas
conexinas (Cx). As conexinas formam o0s conéxons, que sao hemi-canais
transmembrana. A ligacdo face a face de dois conéxons entre células forma entéo
uma GJ (TORRES et al., 2005). As GJ podem ser formadas por conéxons idénticos,
chamados homotipicos, ou diferentes, heterotipicos. Os conéxons podem também
ser formados por conexinas diferentes, chamados heteroméricos, ou iguais,
denominados homoméricos (LI; HERLYN, 2000). Apesar de existirem estudos
demonstrando a existéncia de conéxons formados por conexinas iguais e diferentes,
nem todas a conexinas sdo compativeis para formacdao de um conéxon (HAASS et
al., 2004). As conexinas possuem uma estrutura semelhante composta de quatro
dominios transmembrana, duas voltas em dominio extracelular, uma volta no
citoplasma e duas extremidades citosdlicas, uma N-terminal, e outra C-terminal,
conforme mostra a figura 2 (VINKEN et al., 2006).
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®) Figura 2 - (a)Topologia transmembrana
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desse modo controla a especificidade da comunicacéo intercelular das GJ (HAASS
et al., 2004). Com relacdo as nomenclaturas, dois sistemas classificam as
conexinas. Um sistema é baseado no comprimento e similaridade da sequéncia do
dominio intracitoplasmatico. Neste sistema € usado o prefixo GJ, as letras a, B,y ou
0 de acordo com as caracteristicas citadas anteriormente e ainda um sufixo
numerico de acordo com a ordem de descoberta. Outro sistema de classificacao,
sendo o inclusive 0 mais usual, é baseado no peso molecular da conexina. Neste
sistema utiliza-se um prefixo Cx seguido do nimero de peso molecular da conexina
(LI; HERLYN, 2000).
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2.3.2 Biossintese das conexinas

A regulacdo da expressao das proteinas integrais de membrana, assim como
das conexinas, & feita de uma maneira bem controlada e envolve uma série de
mecanismos conforme mostrado na figura 3 (VANSLYKE; MUSIL, 2003). Podemos
destacar que, obedecendo a especificidade dos padrées especificos dos diferentes
tecidos, o padrdo de expressdo de proteinas obedece as vias regulatorias que
controlam sua sintese, trafego intracelular, arranjo e degradacdo (MUSIL et al.,
2000; SEGRETAIN; FALK, 2004).

plasma membrane lysosome

S \ = Cx26 &/=Cx32 &s=Cx43
proteasome g { & = connexon
nuclear o
/envelope #@@s = gap junction channe|
./ 1 = sintese de conexinas
i 2 = oligomerizagao
’:-E‘J 3 = passagem RE-Golgi
TG . 4 = armazenagem intracelular
| A 5 = trafego através dos microtubulos
nucleus J é 6 = inser¢cdo na membrana plasmatica
'. J»ﬁ : 7 = Difuséo lateral na membrana plasmatica
\ : 8 = arranjo da jung&o gap em placa
%1 9 = estabilizac&o dos microtubulos
e 10 = juncéo gap anular
= 11 = degradagéo final
" endoplasmic
reticulum

Figura 3 - Representacdo esquematica dos passos de sintese, arranjo e degradagdo das juncdes gap. A
biosntese e degradagdo das jungBes gap envolvem (1) a sintese de conexinas na membrana do reticulo
endoplasmatico, (2) oligomerizagdo em homo e heteromericos conéxons, (3) passagem através do complexo de
Golgi, (4)armazenamento intracelular dentro da membrana trans Golgi, (5) trafego através dos microtubulos,
(6)insercéo dos conéxons na membrana plasmatica, (7)Difuséo lateral dos conexons na membrana plasmaética,
(8) agregacédo individual de canais intercelulares tipo juncdo gap, (9) estabilizacdo das juncdes gap nos
microtubulos, (10) internalizacdo da placa de canais na forma de jun¢des anulares e (11) completa degradacdo
através das vias lisossomal e proteassomal (SEGRETAIN; FALK, 2004).

A biossintese de conexinas comeca quando mRNA para Cxs € inserido para
traducdo no reticulo endoplasmatico e depois € transportado para o complexo de
Golgi e posteriormente transportado para a membrana plasmatica (DE MAIO et al.,
2002; HERVE et al., 2007). A sintese propriamente dita das conexinas ao que tudo
indica passa pelo complexo de Golgi, conforme indicado pela figura 3, porém existe

uma via ainda a esclarecer da Cx26 que parece ter uma via independente do Golgi.

O processo de oligomerizacdo das conexinas para formacdo dos conéxons anda é
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tema de debate, onde alguns pesquisadores atribuem ao reticulo endoplasméatico
(RE) essa funcgao, outros ao complexo de Golgi e outros a uma regido especializada
do RE, os CIREG (compartimentos intermediarios entre o0 RE e o Golgi) (LAMPE;
LAU, 2000; LAIRD, 2005).

2.3.3 Degradacao das Cxs

As principais vias de degradacdo das Cxs sdo a via lisossomal e a
proteossomal. ApGs a sintese, oligomerizagdo em conéxons, trafego para a
membrana e formacgao das placas juncionais, se inicia o processo de degradacao
das conexinas (LAIRD, 2005; LEITHE; RIVEDAL, 2007). Primeiramente ocorre
endocitose das juncdes gap, e dos fragmentos de membrana das duas células que
formavam a juncéo gap. A essa vesicula da-se 0 nome de conexossomo, ou jungao
gap anular, uma vesicula pentalaminar com dupla membrana, originada de
fragmentos das membranas e das juncdes gap das duas células envolvidas. A forte
interac&@o entre 0os conéxons é responsavel pela ndo dissociacdo nesse processo. O
conexossomo pode se fundir com um lisossomo e desta forma promover a
degradacéo direta das juncdes gap e na sequencia das conexinas que as formavam.
Outra via de degradacao ocorre com a maturacdo do conexossomo para dentro de
um endossomo multivesicular. Nessa via ocorre o trafego das conexinas do
endossomo precoce para o tardio, antes da degradacdo das conexinas nos
lisossomos, conforme ilustrado na figura 4 (VANSLYKE; MUSIL, 2003; SEGRETAIN;
FALK, 2004). A via proteassomal embora ainda nédo tenha sido completamente
elucidada parece estar envolvida na via de degradacéo de conexinas em estado néo
fosforilado (SPRAY, 1998; HERVE et al., 2007; KJENSETH et al., 2010).
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Figura 4 - llustragcdo da via de degradagéo das conexinas pelo endossomo precoce
(early endosome) e endossomo tardio (late endosome) (LEITHE; RIVEDAL, 2007).

2.3.4 Turnover das conexinas

O processo de renovacdo de muitos canais de membrana, entre eles das
juncdes gap, exibe um padréo relativamente rapido, e isso tem referencia direta com
a sintese e degradacédo das proteinas que os compde (SAFFITZ et al., 2000). Esse
comportamento também pode estar envolvido na regulacdo de sua atividade. Os
processos de sintese e degradacdo estdo estreitamente relacionados com a
estabilidade das proteinas (SEGRETAIN; FALK, 2004). A expressdao de uma
determinada proteina em uma célula depende de uma fina regulacdo entre varios
processos tais como a transcricdo génica, processamento do mRNA, sintese e
arranjo da proteina, modificacbes pés-traducionais, transporte para a superficie da
célula, ancoragem ao citoesqueleto, regulacdo da endocitose e degradacao
controlada da proteina (BEARDSLEE et al., 1998; HERVE et al., 2007).

Diferentes tipos celulares podem apresentar meia-vida (t12) diferente para as

mesmas proteinas. Isso pode estar envolvido com a cinética de degradacdo e
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sintese de proteinas e também com o turnover da proteina em questdo (HERVE et
al., 2007).

Distdrbios no metabolismo celular como, por exemplo, a acidificacdo do
citosol e aumento da concentracdo de glicose podem alterar a expectativa de vida
das Cxs. Em relagéo a variagOes de temperatura e expectativa de vida das Cxs este
fator ndo parece ser importante em homeotermos, situacdo que parece exercer
influencia em pecilotermos.

Outro fator que esta envolvido na meia vida das conexinas é a fosforilacao
(LAMPE; LAU, 2004). A fosforilacdo é uma ferramenta poés-traducional muito
relevante na fisiologia celular e que é explorado pela natureza em diversas vias
como mecanismo controlador em processos como proliferacdo e diferenciacéo
celular, atividade enzimatica, formacdo e degradacdo de complexos proteicos,
motilidade, dentre outros, parece ser muito importante na meia vida das Cxs (SAEZ
et al., 1998; LAMPE; LAU, 2000; KING, T. J.; LAMPE, 2005). Os mecanismos
envolvidos na regulacdo da formacédo juncbes gap através da fosforilacdo das
conexinas sdo bem complexos e dependem da conexina e kinase especificos
envolvidos e dependendo da conexina seu efeito pode ser tanto de aumento quanto
de diminuicdo de sua meia-vida (LAMPE; LAU, 2004).

Em um balanco geral, uma vez que as conexinas tém meia-vida menor que a
meia-vida da célula sua taxa de renovacao é essencial para o balan¢co homeostatico
celular e certamente seu turnover esta intimamente sincronizado com o0s eventos
que regulam os niveis de juncbes gap presentes na superficie celular (HERVE et al.,
2007).
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2.3.5 Diferentes padrdes de expressdo de Cxs em células neoplasicas e nédo
neoplasicas

Ja em 1966 se observava alteragcdes na comunicacéo intercelular por juncdes
gap (CIJG) em células neoplasicas(LOEWENSTEIN, 1966; LOEWENSTEIN;
KANNO, 1966). Células que em seu gendtipo normal apresentavam determinado
nivel de conexinas, em genotipos neoplasicos apresentavam diferenca significativa
tanto em quantidade de conexinas quanto em CIJG (YAMASAKI, 1991). Essas
alteracOes podem ser tanto para mais quanto para menos e 0 que se acredita hoje,
embora ainda sob investigacdo, é que as conexinas desempenhem papel de
supressor de tumor nos estagios inicias do cancer e facilite a invasdo e metastase
nos estagios mais avancados da doenca (CRONIER et al., 2009; NAUS; LAIRD,
2010).

Algumas neoplasias tém mostrado menor expressao de conexinas em relagao
as suas células originais normais, como é o caso do hepatocarcinoma e o0s
hepatdcitos, onde a Cx 32 é menos expressa no tecido neoplasico (YANO et al.,
2001; EDWARDS et al., 2008). Glandula mamaria normal, lesdes hiperplasicas e
neoplasicas benignas apresentaram um padréo especifico de expressao de Cx 26 e
43 enquanto que lesdes neoplasicas mostraram ter um padrdao de Cx 26
superexpresso, porém com localizacdo intracitoplasmatica, diferente do que se
espera, que é uma marcacdo em membrana (MESNIL et al., 2005; TORRES et al.,
2005; MCLACHLAN et al., 2007). O quadro 1 mostra os padrdoes de expressao de
conexinas varios tipos histolégicos normais e neoplasicos. Podemos observar o
padrao heterogéneo entre os diversos tipos e entre células alteradas e nao alteradas

em relacdo a expresséo das conexinas (MESNIL et al., 2005).
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Quadro 1 - Estudo da expressao das conexinas em varias amostras de tumores Humanos (linhagem de células
e amostras de tecidos) (MESNIL et al., 2005)
Orgéo/tecido | Patologia modelo Expresséo de Cx

Mama Tecido normal Tecido Cx 26(-)
Cx 43 marcou células mioepiteliais

Lesdes benignas Cx 43 marcou células mioepiteliais
Carcinoma ductal Cx 43 marcou células mioepiteliais
Carcinoma Lobular Cx 26(-) e Cx 43 (-)

Carcinoma invasivo tCx 26 (marcacao

intracitoplasmatica + heterogénea:
15/27 amostras)

Figado Mormal Tecido Cx 32(+), Cx 26(+) e Cx 43(-)

Carcinoma hepatocelular Cx26 |,/Cx32= citoplasmatica ®
Cx43 1 (citoplasmatica)

Pulmao Normal Tecido Cx26 (-), Cx32 (-), Cx43 (+)
Carcinoma Linhagem de Cx43 ib
células
Carcinoma de células pequenas | Tecido Cx26 1, Cx32 (-), Cx43 |
Adenocarcinomas e carcinomas | Tecido Cx431 , Cx32 (-) pouco diferenciado
epidermoides
Pele Normal Tecido Cx 43
Carcinoma de células basais e | Tecido Cx 43| ¢
carcinomas epidermoides
Carcinoma de células basais Tecido Cx43] eCx26 | d

a - Deficiéncia no padréo normal de coloracéo da Cx 32 e localizacao alterada da marcagéo da Cx 26 em alguns tumores
b - comparada com células epiteliais de pulméo né&o transformadas

¢ — pequeno numero de jungdes gap pequenas e localizacéo citoplasmatica da Cx 43.

d —heterogeneidade da Imunofluorescéncia da Cx 26 com impressao de estar com marcagao mais pronunciada na
periferia dos tumores.
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2.4  SITUACAO DO ASSUNTO DE PESQUISA

Os estudos de carcinogénese, comportamento biolégico do tumor no
hospedeiro, alteragcdes de vias de sinalizacdo de crescimento e diferenciacao
celular, testes de novos agentes antineoplasicos, quimioprevencao dentre outros sédo
de extrema importancia para o desenvolvimento da pesquisa em oncologia. Para
iIsso modelos experimentais sdo essenciais. Os modelos experimentais que se
utiizam de linhagens de células vem ganhando cada vez um maior espaco na
pesquisa com a tendéncia cada vez maios de se utilizar menos os modelos animais.

A utilizacdo de linhagens de células neoplasicas e ndo neoplasicas como
modelos experimentais vem contribuindo muito nas ultimas décadas para o avancgo
nas pesquisas em medicina e com contribuicdo especial para o cancer (WARN-
CRAMER; LAU, 2004; FENTON; HORD, 2006; HEEG et al., 2006). O presente
trabalho se utiliza de duas linhagens de células neoplasicas, a B16/BL6 e E9, e uma
nao transformada, a E10 para avaliacdo dos efeitos da eletroporacdo na fisiologia
celular, com énfase na expressao das Cxs.

A eletroporacdo que comecou a ser utilizada como ferramenta de pesquisa
nos anos 80, hoje comeca a ser utilizada como principio em novas terapias
(LANDSTROM et al., 2010; TESTORI et al., 2010). A eletroguimioterapia e a terapia
génica estdo entre as principais técnicas que se utilizam do fenébmeno (MIR, L. M.,
2009; MIKLAVCIC, D. et al.,, 2010), e hoje trabalhos que tem como objetivo
desenvolver modelos que expliguem a fenomenologia envolvida além das possiveis
implicacbes do processo na fisiologia celular vem crescendo (SEL et al., 2007,
MLAKAR et al., 2009; JARM et al.,, 2010; MIKLAVCIC, D et al.,, 2010). Estes
trabalhos tem fundamental importancia tanto para que se tenha um melhor controle
da eletroporacdo, quanto para que se utilize do fenbmeno com maior seguranca
(PAVSELJ et al., 2007; SEL et al., 2007).
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2.4.1 Alinhagem de melanoma B16/BL6

A linhagem B16/BL6 é um subclone da linhagem B16, que foi desenvolvida a
partir da de melanomas de camundongos da linhagem C57BL/6. A linhagem original,
B16, tem como caracteristica grande diversidade de comportamento biologico e
potencial metastatico (JOHNSON et al., 1987; ISHIGURO et al., 1996). A sequéncia
para formacdo do subclone por noés utilizado tem origem na linhagem pouco
metastatica B16/F1. Essa linhagem foi estabelecida a partir de focos de metastases
pulmonares em camundongos onde se administrou células da linhagem B16 por via
intravenosa. Na sequencia se estabeleceu a linhagem altamente metastatica
B16/F10 a partir de dez sucessivas sele¢Bes de focos pulmonares de metastase a
partir de injecdo intravenosa da linhagem B16/F1. A linhagem B16/BL6, que
apresenta maior potencial de metastase entre todas as linhagens B16, é originada a
partir de células da linhagem B16/F10 que penetraram na parede da bexiga. As
linhagens B16/F10 e B16/BL6 embora sejam muito semelhantes em seu genétipo
tem uma diferenga marcante. Enquanto a linhagem B16/F10 tem indice de
desenvolvimento de metastases pulmonares semelhante a linhagem B16/BL6
quando as células sdo inoculadas via intravenosa, a linhagem B16/BL6 desenvolve
muito mais metastases pulmonares quando as células séo inoculadas por outra via,
seja ela subcutanea ou intramuscular (ISHIGURO et al., 1996; ITO, A. et al., 2002).
Em um experimento onde se inoculou células das duas linhagens no coxim dos
camundongos, aqueles que receberam as células da linhagem B16/BL6
apresentaram indice de 87% de metastases pulmonares enquanto aqueles que
receberam injecdo com células da linhagem B16/F10 obtiveram indice de
metéstases pulmonares de 33% (HART, 1979).

Varios trabalhos no sentido de se tentar identificar diferencas na expressao
génica entre as diferentes linhagens de melanoma B16 ja foram desenvolvidos e
uma diferenca encontrada que é pertinente ao presente trabalho é com relacdo a
expressao da Cx 26 (JOHNSON et al., 1987; NAKAYAMA et al., 1995; ITO, A. et al.,
2002). A linhagem B16/BL6 apresentou uma expressao mais elevada de Cx 26 que
o tecido hepatico, um dos que expressa mais abundantemente essa conexina (ITO,
A. et al., 2002). Outra diferenca significativa entre a linhagem B16/BL6 e as demais
de origem B16, é que ela é capaz de formar CIJG com células endoteliais, através

de juncdes gap heterdlogas (ITO, A et al., 2000).
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2.4.2 As linhagens de células de pulméo E9 e E10

Desde o fim da década de 70 varias dezenas de linhagens de células de
origem pulmonar tém sido estabelecidas tanto de tecidos pulmonares normais
qguanto a partir de neoplasias de pulméo espontaneas ou induzidas por carcinébgenos
quimicos, virais ou transgenes oncogénicos (MALKINSON et al., 1997). As linhagens
foram sendo estabelecidas para que se pudesse ter modelos experimentais
confidveis para se estudar altera¢des na biologia das células do pulméo ou mesmo o
comportamento das neoplasias pulmonares (MALKINSON et al., 1997; SUN et al.,
2003). Um dos grandes beneficios de se ter uma linhagem neoplasica e uma néao
neoplasica que em principio € de onde a transformada se originou é a possibilidade
de se poder comparar diretamente as caracteristicas de uma com as de outra e
desta forma ter uma compreensao mais precisa do processo de carcinogénese em
suas varia etapas (SUN et al., 2003).

A origem das linhagens de células E9 e E10 estdo na linhagem NAL-1A. Esta
linhagem foi estabelecida a partir de células de pulm&o de camundongos BALB/c
qgue foram colocadas em cultura. As células dai originadas foram classificadas como
epiteliais por apresentarem caracteristicas que indicavam essa origem, como
marcacao imunoistoquimica para citoqueratina e marcacao negativa para vimentina.
A linhagem E10 é ndo neoplédsica e apresenta semelhanca na morfologia e em
muitas outras propriedades com a linhagem NAL-1A. O crescimento das células é
isolado até que elas atinjam confluéncia. Quando elas comecam a crescer em
confluéncia as células tornam-se menores, embora seu tamanho dependa do
namero de passagens. Quanto menor o numero de passagens maiores Sdo as
células e mais lentamente elas crescem (MALKINSON et al., 1997). As figuras 5 E 6

mostram o padrdo de crescimento das células da linhagem E10.



Figura 5 - Padréo de crescimento isolado das células da linhagem E10 (objetiva
40x).

Figura 6 - Padréo de crescimento das células da linhagem E10 j& em confluéncia
(objetiva 40x).
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A linhagem de células E9 € uma variante neoplasica. Células da linhagem
NAL-1A resistentes ao efeito de inibicdo do crescimento pela dexametasona foram
clonadas e caracterizadas e deram origem a algumas linhagens neoplasicas entre
elas a E9. AS células da linhagem E9 ainda sdo capazes de formar neoplasias em
camundongos da linhagem BALB/c com estrutura similar a outras neoplasias
epiteliais induzidas quimicamente. Diferentemente da linhagem E10, o padrdo de
crescimento da linhagem E9 ocorre em ilhas ou grupos celulares. Outra diferenca
entre as linhagens em relagcdo a morfologia € que E10 apresenta um plano de
crescimento celular, uma vez que apresenta inibicdo do crescimento por contato
enquanto E9 pela perda dessa inibicdo pode apresentar um amontoado de células
em seu crescimento (MALKINSON et al.,, 1997). A figura 7 mostra o padrdo de
crescimento das células da linhagem E9.

Figura 7 - Padrdo de crescimento das células da linhagem E9 ja em confluéncia. As células ja se
apresentam em amontoados em virtude de ndo apresentarem inibigdo por contato (200x).



53

2.4.2.1 As conexinas nas linhagens de células E9 e E10.

As células da linhagem E10 se apresentam altamente acopladas por jungdes
gap através da técnica de microinje¢cdo com a coloracao de Lucifer Yellow. A difusdo
do corante através das células se apresentou intensa, ao contrario das células da
linhagem E9. Como as junc¢des gap tem como unidades formadoras as conexinas,
isso indica que ou elas ndo estdo sendo expressas ou nao estdo formando as
juncbBes gap. Nessa ultima hipdtese elas podem estar apresentando localizacdo
subcelular. A técnica de imunoblloting verificou a existéncia da Cx 43 na linhagem
E10, mas ndo as Cxs 32 e 26 (MALKINSON et al., 1997).

Experimentos de imunofluorescéncia ja detectaram a existéncia da Cx 43 na
linhagem de células E9, e essa marcagcdo pode estar relacionada com o potencial
metastatico da linhagem. Nesse mesmo experimento foram inoculadas no
subcuténeo células da linhagem E9 em comundongos BALB/c, que posteriormente
apresentaram nao s6 o crescimento no local da aplicacdo como o aparecimento de
metastases em varios 6rgdos o que de acordo com a literatura é coerente, uma vez
gue as conexinas podem estar relacionadas com a progressao tumoral e potencial
metastatico uma vez as células apresentando um padrdo de crescimento
independente. A figura 8 apresenta a marcacgéo por imunofluorescéncia para Cx 43
em células da linhagem E9.

Figura 8 - Imunomarcagdo em membrana pela técnica de
imunofluorescéncia da Cx 43 em células da linhagem E9. (objetiva 10x)
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2.4.3 Eletroporacéo in vitro de células aderidas

O fenbmeno de eletroporacdo atualmente é amplamente utilizado nos
modelos experimentais para o desenvolvimento de terapia génica, novas drogas,
estudos de biologia celular, experimentos de eletroquimioterapia dentre outros
(LEBAR et al., 2002; CUKJATI et al., 2007; PAVLIN et al., 2007). Em sua maioria as
células a serem eletroporadas se encontram em suspensao, e isso ocorre devido a
facilidade de se promover a eletroporacédo nessa condicdo (RAPTIS; FIRTH, 1990).

A figura 9 mostra um eletrodo para realizacdo de eletroporacdo de células em

Figura 9 - Eletrodo utilizado para realizagdo de eletroporagdo de células em suspenséo.
Podemos reparar que a distancia entre as placas dos diferentes eletrodos sdo diferentes

0 que proporciona diferentes  aplicagbes de campo  elétrico.  (fonte:
http://www.eppendorf.com/script/binres.php?RID=99821)

suspensao.

= —

A eletroporacdo de células plaqueadas € um procedimento utilizado somente
guando o estudo em questdo necessita de células aderidas em placas devido a
interferéncia que o descolamento das células podera vir a promover nos estudos em

questdao (RAPTIS; FIRTH, 1990). Em um experimento de transfeccdo genica



55

realizado na década de 90 foi observado uma diferenca marcante entre a eficiéncia
da eletroporacao entre células em suspenséo e células aderidas em placa (ZHENG;
CHANG, 1991).

A expressao das conexinas pode sofrer interferéncia por uma série de fatores,
entre eles pelo descolamento das células em modelos experimentais in vitro. O
descolamento das células pode promover a internalizagdo para degradacdo das
juncdes gap em conexossomos, e dessa maneira aumentar o turnover das
conexinas (SEGRETAIN; FALK, 2004; HERVE et al., 2007). Outro fator que pode
interferir na expressdo das conexinas € o grau de confluéncia das células
plagueadas. Quanto menor a confluéncia, podemos ter uma menor expressao das
conexinas, logo os experimentos sao realizados com uma confluéncia minima
aproximada de 80% para que se minimize essa interferéncia nos experimentos.

Os experimentos com eletroporacdo realizados in vitro em células aderidas
utilizam eletrodos especificos, que podem ser de placas paralelas perpendiculares
ao plano das células ou com placas paralelas dispostas também paralelamente a
linha de crescimento (ZHENG; CHANG, 1991). A figura 10 mostra o esquema de um
eletrodo de placas paralelas dispostas paralelamente a linha das células.

Figura 10 - Esquema de ilustracdo de um sistema experimental usado para realizar
eletroporacgédo para transfeccdo de células aderidas em placa. (1) monocamada de células;
(2)Meio de cultura; (3) Superficie de aderéncia da placa para as células; (4) cAmara de
eletroporagdo; (5) Camara de isolamento externa; (6 e 8) eletrodos (ZHENG; CHANG,
1991).
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2.4.4 Interferéncia do fendbmeno de eletroporacao na expressao génica

O fendmeno de eletroporacédo vem sendo utilizado como principio em novas
modalidades de tratamento (LARKIN et al.,, 2007; HELLER, L.; HELLER, 2010;
MIKLAVCIC, D et al., 2010) e o estudo dos seus efeitos na expressdo génica das
células submetidas a eletroporacéo por si sO ja demonstrou potencial para promover
parada no ciclo celular e apoptose dependente ou indepentente da via de p53
(LEPIK et al., 2003), além de promover aumento dos genes da familia HSPA,
envolvidos no estresse celular, e diminuicdo da expressao de genes envolvidos na
sintese proteica (MLAKAR et al., 2009). Especificamente no caso das conexinas, por
se tratarem de proteinas de membrana formadoras das juncdes gap, o fato das
células estarem aderidas ou ndo (HERVE et al., 2007) e possivelmente perturbacdes
e alteracbes na membrana citoplasmatica podem interferir na meia vida e, por
conseguinte no perfil de expressdo dessas proteinas (HERVE et al., 2007). O
fendmeno de eletroporacdo promove a formacdo de poros na membrana apos
exposicao a um campo elétrico especifico (KANDUSER et al., 2006; SPUGNINI et
al., 2007). Essa perturbacdo poderia entdo desencadear alteracdes no perfil de

expressao de conexinas.
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3 OBJETIVOS
3.1  OBJETIVO GERAL

Esta tese tem como objetivo geral avaliar se o fendmeno de eletroporagéo
pode interferir sobre a expressao em genes da familia das conexinas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Familiarizar-se com a eletroporagao aplicada em organismos vivos através
técnica de eletroquimioterapia;

. Padronizar protocolo de eletroporacéo in vitro em células aderidas;

. Avaliar a interferéncia da eletroporagdo sobre a expressdo do gene que
codifica para a Cx 26 na linhagem de melanoma B16/BL6 através das técnicas de
imunofluorescéncia, western blot e PCR em tempo real;

. Avaliar a interferéncia da eletroporagdo sobre a expressdo do gene que
codifica para a Cx 43 nas linhagens de pulmdo E10 (ndo neoplasica) e E9
(neoplasica) através das técnicas de imunofluorescéncia, western blot e PCR em
tempo real;

o Avaliar possiveis diferencas entre os comportamentos das células

neoplasicas e néo neoplésicas frente a o fendmeno de eletroporagao.
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4 MATERIAL E METODOS

Nos itens desta secdo estdo contidas as descricbes dos matérias e

metodologias utilizadas neste trabalho.

4.1 Estudos in vivo com a eletroporacdo: Experimento com eletroquimioterapia

em camundongos

Neste item estdo contidos o material e metodologias utilizados nos

experimentos in vivo.

4.1.1 Desenho experimental

O experimento consistiu em implantar células neoplasicas em camundongos e
avaliar o indice de resposta a eletroquimioterapia. Quatro grupos foram
estabelecidos: o grupo controle (CT), no qual apenas solucédo fisiologica era
administrada no tumor e as placas do eletrodo eram colocadas em contato com a
formacdo (sem pulsos elétricos), o grupo quimioterapia (Q), onde apenas foi
administrado o agente antineoplasico, o grupo eletroporacdo (EP), onde apenas foi
aplicado o protocolo de pulsos da eletroporacao utilizado na eletroquimioterapia, e 0
grupo eletroquimioterapia (EQT), onde eram administrados o agente antineoplasico
e imediatamente na sequencia aplicados os pulsos elétricos para promover a
eletroporagdo. A avaliacdo da resposta levou em consideracdo os critérios da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), que determina a seguinte classificacao:
resposta completa (RC), resposta parcial (RP), resposta objetiva (RO) estabilizacédo
da doenca (ED), progressao da doenca (PD). A RC ocorre quando o tumor passa a
ndo ser mais palpavel, RP se da quando ha uma diminuicdo maior que 50% nos
produtos das maiores distancias perpendiculares mensuraveis na lesdo, RO nada
mais é que a soma das respostas completa e parcial (RO = RC + RP), NC quando
h& uma diminuicdo menor que 50% e aumento de até 25% e PD para aumentos
maiores que 25%. Um minimo de quatro semanas foi necessario para classificar as

respostas ao tratamento.
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4.1.2 Camundongos da linhagem C57BI/6

O modelo experimental escolhido foram os camundongos da linhagem
C57/BL6. Eles foram mantidos em condi¢cdes padrdo no Biotério do Departamento
de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia na Universidade de
Séao Paulo (FMVZ-USP), sob um ciclo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro, em
condi¢cbes controladas de temperatura (20 £ 4C), e de umidade relativa (55 + 10%).
Os camundongos tinham acesso livre a uma dieta padronizada (NUVILAB—CR1®,
Nuvital Nutrientes LTDA) e agua (pH %= 7.0). Ao todo foram utilizados 87
camundongos, todos com 8 semanas de idade. Os camundongos foram separados
em quatro grupos sendo o gropo EQT com 28 animais, o grupo Q com 22 animais, 0
grupo EP com 19 animais e o grupo CT com 18 animais. O projeto foi aprovado pelo
comité de bioética da FMVZ/USP com o numero de protocolo 1375/2008.

4.1.3 Linhagem de melanoma B16/F10

As células de melanoma das linhagens B16/F10 (cedidas pelo Prof® Dr. José
Alexandre Marzagdo Barbuto - Laboratério de Imunologia de Tumores-
Departamento de Imunologia-ICB-USP) foram cultivadas em meio RPMI-10 1640,
suplementado com penicilina (50Ul/mL), streptomicina (50mg/mL), e I-glutamina
(2mmol/L), com adi¢céo de 10% soro fetal bovino em placas de Petri de 100 mm sob
condicBes padrdo 37° C, 5% CO,, umidade atmosférica. As células permaneceram
em cultura até atingirem confluéncia nas placas minima aproximada de 80%, quando
foram entdo preparadas para serem inoculadas nos animais. Foram inoculados com
1,5x10° células de melanoma transplantavel na regido do flanco direito. Para a
quantificacdo das células e determinacdo da viabilidade, o trypan blue dye exclusion
staining (24) foi utilizado. Abaixo na figura 11 imagem da cultura de melanoma.
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4.1.4 Procedimento de eletroquimioterapia

Assim que os nodulos se tornassem palpaveis e atingissem um volume
minimo de 15 mm? calculados segundo a férmula V=abc x 1/6, onde a,b e c sdo as
medidas das dimens6es do tumor seguindo trés dimensbes ortogonais o
procedimento eletroquimioterapico era realizado. As medidas dos tumores eram
realizadas com paquimetro digital. Para tanto, todos os animas eram anestesiados
com 100mg/kg de quetamina e 10mg/kg de xilazina. Assim que atingissem o plano
anestésico 0s animais eram submetidos aos procedimentos descritos anteriormente
para os grupos CT, Q, EP e EQT. O agente antineoplasico utilizado foi a bleomicina,
na dose de 0,5U/animal e a via de administracdo foi a intratumoral. A dose de
bleomicina administrada nos tumores foi de 0.3 mg, diluida em 0.1 ml de solucéo de
NaCl 0.9%. O eletrodo utilizado foi de placas paralelas que foi construido no
Laboratorio de Oncologia Experimental da FMVZ/USP. Ele foi construido sobre um
paquimetro para facilitar a medicdo e posterior calculo do campo a ser aplicado no
momento da terapia. A figura 12 abaixo mostra o eletrodo utilizado no experimento

de eletroquimioterapia.
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Figura 12 - Foto do eletrodo utilizado no experimento de eletroquimioterapia.

O padrao de pulsos utilizados no experimento de eletroquimioterapia foi o
mesmo estabelecido para procedimentos em humanos, com 8 pulsos de 100us de
duracdo, 1300V/cm de amplitude e 1 Hz de frequéncia (CEMAZAR et al., 2008). O
dispositivo utilizado para realizagdo das sessbes de eletroquimioterapia foi um BTX
ECM 830°.
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4.2 Estudos in vitro com a linhagem de melanoma B16/BL6

A proposta dos estudos in vitro serem desenvolvidos apos estudos in vivo era
que a sequencia da pesquisa tivesse também o respaldo das observacdes do
fendmeno de eletroporacdo desenvolvido diretamente nos animais e assim
trouxesse informa¢des macroscopicas do seu efeito em um organismos vivo. Como
a eletroporacao hoje € amplamente utilizada como ferramenta em tratamentos essas
observacdes colaboraram com o desenvolvimento da pesquisa nos possibilitando

sugerir alguns direcionamentos da pesquisa baseados nas observacgdes in vivo.

4.2.1 Cultivo de células da linhagem B16/BL6

As células de melanoma da linhagem B16/BL6 (fornecidas pelo Prof® Dr.
Hiroshi Yamasaki - School of Science, Kwansei Gakuin University, Uegahara,
Nishinomiya, Japé&o) foram cultivadas em meio RPMI-10 1640, suplementado com
penicilina (50UI/mL), streptomicina (50mg/mL), e |-glutamina (2mmol/L), com adi¢cao
de 10% soro fetal bovino em placas de Petri de 100 mm sob condi¢Ges padrdo 37°
C, 5% CO,, umidade atmosférica. As células permaneceram em cultura até
atingirem confluéncia minima aproximada de 80%, quando eram entdo submetidas a

exposi¢ado dos pulsos elétricos.

4.2.2 Padronizagéo do protocolo de eletroporagao

Para determinagcdo do protocolo que apresentasse melhor indice de
eletroporacéao associado com maior viabilidade de células foram realizados diversos
procedimentos variando a intensidade do campo elétrico aplicado. Foram mantidos
0os padrbes de duracdo, intervalo e numero dos pulsos elétricos aplicados, ja
descritos em literatura para eletroporacao em eletroquimioterapia.
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42.2.1 Construcao de eletrodo para realizacdo do procedimento em placas de
petri

O cultivo de células para os experimentos relacionados a extracdo de
proteinas e mRNA foram realizados em placas de Petri de 100mm o que exigiu a
construcdo de um eletrodo especifico para tal fim. O eletrodo foi construido em PVC
e placas metalicas de aco inoxidavel. A distancia entre as placas instituida foi de
35mm. A figura 13 abaixo mostra o eletrodo construido no Laboratorio de Oncologia
Experimental da FMVZ/USP.

Figura 13 - Eletrodo construido para aplicagdo do campo elétrico em placas de Petri de 100mm de diametro.
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4.2.2.2 Avaliacdo do indice de eletroporacéo

Para avaliacdo da intensidade 6tima do campo para eletroporacdo no modelo
experimental proposto foram avaliadas 8 placas de Petri, para cada valor do campo
com objetivo de minimizar possiveis erros de avaliagdo. Os campos aplicados foram
de 400V/cm, 600V/cm e 800V/cm, 1300V/cm. Para avaliacdo do indice de
eletroporacdo foi solubilizado no meio de cultura brometo de etidio (BrEt)
(0.048ug/ml de R10). O BrEt ndo entra em células com membranas integras, logo o
que se esperara é sua entrada no citoplasma de células que sofreram eletroporacao.
Para cada intensidade de campo foram criados 4 grupos para avaliacdo da
eletroporacéao. O grupo A recebeu os pulsos elétricos com o meio de cultura e BrEt
ja solubilizado, o grupo B recebeu com o BrEt ja solubilizado sendo apenas colocado
0 eletrodo sem aplicacdo dos pulsos, o grupo C recebeu os pulsos e 30 minutos
apos foi inserido laranja de acridina (LaAc) e BrEt e grupo D recebeu os pulsos e
posteriormente foi feita a avaliacdo de viabilidade pelo método de azul de trypan.
Durante a aplicacdo dos pulsos. foi mantido apenas um volume minimo de meio
suficiente para formar uma delgada camada sobre as células. Como pode ser
observado nas figuras 14 e 15 com o campo de 800V/cm a eletroporagdo se
mostrou mais eficiente em relacdo ao campo de 600V/cm. Com o campo de 1300
V/m houve indice maior de morte celular em relacdo ao campo de 800V/cm. O
campo de 400 V/cm obteve resultado semelhante ao grupo controle com o campo

zero, praticamente sem fluorescéncia. As figuras 16 e 17 evidenciam isso.
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Figura 14 - Fotomicrografia de células eletroporadas com BrEt em meio R10 . O campo
foi de 800V/cm (Objetiva 10x)

Figura 15 - Fotomicrografia de células eletroporadas com BrEt em meio R10. O campo
foi de 600V/cm (Objetiva 10x).
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Figura 16 - F otomicrografia do grupo do campo elétrico de 400V/cm. Nota-se
quase nenhuma fluorescéncia semelhante ao grupo controle negativo. (Objetiva
10x)

Figura 17 - Fotomicrografia do grupo controle negativo (sem aplicagdo de campo elétrico).
Resultado semelhante ao grupo com campo 400 V/cm. (Objetiva 10x)
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4.2.2.3 Andlise de viabilidade celular ao protocolo de eletroporacao

Para avaliagdo da viabilidade celular e excluir a possibilidade que o processo de
eletroporacdo estivesse matando as células, logo a fluorescéncia estivesse
acontecendo devido a isso e nao pela eletroporacédo foram avaliados os grupos em
que o BrEt e LaAc foram adicionados 30 minutos apos a aplicacdo dos pulsos. A
grande maioria dos poros se fecha ap6s 10 minutos do processo e resolvemos
esperar os 30 minutos para garantir uma melhor reconstituicdo das membranas. As
células também foram avaliadas 1 dia ap0s o procedimento permanecendo com a

viabilidade inalterada.

Figura 18 - Fotomicrografia de células que foram submetidas ao protocolo de eletroporacao
com campo de 800 V/cm. Trinta minutos apos foram inseridos BrEt e LaAc no meio de cultura
para avaliacdo de morte celular (Objetiva 10x).
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Figura 19 - Fotomicrografia de células que foram submetidas ao protocolo de eletroporacao
com campo de 1300 V/cm. Trinta minutos apds foram inseridos BrEt e LaAc no meio de cultura
para avaliacdo de morte celular. Percebe-se que a celularidade é bem menor que a do grupo
exposto ao campo de 800 V/cm (Objetiva 10x).
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Pelo método de avaliacao de viabilidade com o corante azul de trypan
obtivemos 0s seguintes resultados mostrados na tabela abaixo:

TABELA 1 Resultados de viabilidade celular pelo método de exclusdo com a coloragao azul
de trypan.

400V/cm 600V/cm 800V/cm 1300V/cm

Viabilidade (%) 98 98 92 77

4.2.2.4  Protocolo de eletroporacao utilizado.

O protocolo de eletroporagcdo adotado de acordo com a eficiéncia da
eletroporagéo viabilidade celular foi o de 8 pulsos, com amplitude de 800V/cm,

duracéo de 100pus por pulso e frequéncia de 1Hz.

4.2.3 Imunfluorescéncia

Para determinar a localizagdo da Cx 26 e técnica de imunofluorescéncia foi
realizada. 2x10° células da linhagem de melanoma B16/BL6 foram plaqueadas em
laminulas de acrilico quadradas de 35mm de lado e cultivadas em meio RPMI-10
1640, suplementado com penicilina (50Ul/mL), streptomicina (50mg/mL), e I-
glutamina (2mmol/L) com adi¢cdo de 10% de soro fetal bovino. Apds exposi¢cdo ao
campo elétrico as células foram fixadas em paraformaldeido (PAF) a 2% por 10
minutos a temperatura ambiente e permeabilizadas em Triton X-100 (Sigma-Aldrich)
0,1%, diluido em leite a 5%, por 30 minutos em temperatura ambiente. As células
foram lavadas trés vezes em PBS apds cada um dos processos (fixacdo e
permeablizacdo). Posteriormente, foram incubadas durante uma noite, a 4°C, com
anticorpos primarios contra a cx26 (anticorpo policlonal diluido em Triton X-100 0,1%
em leite a 5% na concentracao final de 1:20; Invitrogen). Trés lavagens com PBS por
5 minutos foram realizadas antes da incubacéo nos anticorpos secundarios ligados a
um fluorocromo. Em seguida, anticorpos secundarios (Alexa 488 anti rabbit 1/100
Invitrogen Molecular Probes®©), feitos em coelho, anti-imunoglobulinas de coelho
foram aplicados, diluidos em leite a 5% com Triton X-100 0,1%, na concentracao de

1:100. Para marcagéo da actina foi utilizada a toxina faloidina (Alexa 1/100 em Triton
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diluido no leite diretamente do anticorpo secundario). As células distribuidas nas
laminas de vidro foram lavadas com PBS e, em seguida, foram montadas com
laminulas com vectashiel + DAPI (Vector) utilizado como protecdo contra a
fotodegradacdo, marcando o0s nucleos celulares em azul. O material foi
imediatamente fotografado em microscépio Nikon E-800, equipado com sistema de
fluorescéncia e fotomicrografia digital.

4.2.4 Western blot para a conexina 26 da linhagem de células B16/BL6

Abaixo esta descrita a técnica de western blot utilizada nos experimentos in

vivo, para a linhagem de melanoma B16/BL6.

4.2.4.1 Preparacao das amostras

Assim que as placas de petri apresentaram confluéncia aproximada de 80%,
as células eram expostas ao campo elétrico especifico para promover eletroporacéo
reversivel. Logo apdés o procedimento de eletroporacdo as amostras eram
novamente acondicionadas na estufa de Co, até o tempo pré-determinado para
procedimento de extracdo das proteinas totais. As amostras controle eram
submetidas apenas ao peso do eletrodo e as amostras do grupo to eram submetidas
ao processo de extracdo de proteinas imediatamente apds a eletroporacdo sem

serem acondicionadas novamente na estufa de CO,.

4.2.4.2 Extracdo das proteinas

Para o processo de extracdo de proteinas, logo apdés a realizacdo dos
procedimentos referentes a cada um dos grupos do experimento as placas foram
lavadas 3 vezes com solucdo de PBS gelado. Esse procedimento foi realizado o
mais rapido possivel para evitar degradacédo das proteinas. Apos a lavagem, 100ul
de Sample Buffer 2x (SDS 10%; Tris HCL 1M, PH=6,8; glicerol; H,O destilada
autoclavada) era adicionado e as placas eram raspadas com auxilio de um cell
scrape. O material entdo era transferido para um tubo de vidro e acondicionado

gelado. Na sequencia era tratado por um sonicador 3 vezes na potencia maxima por
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5 segundos evitando-se 0 aquecimento das amostras. Apds este procedimento era
adicionado a amostra 100ul de working solution (Sample Buffer 2x; DTT 1M; PMSF
10mM; H,O destilada autoclavada) e o mesmo procedimento com o sonicador era
realizado. O material entdo era transferido para um tubo de 1,5ml e centrifugado a
15000 rpm a 4°C. O sobrenadante ent&o foi transferido para um novo tubo de 1,5ml
e armazenado a temperatura de -80°C até analise.

4.2.4.3 Quantificacdo das proteinas

Apés extracdo das proteinas totais, as amostras foram diluidas em H,O
destilada autoclavada na proporcéo de 1:5 e a concentracéo foi estimada através de
biofotdbmetro com o reagente BioRad Protein Assay (Bio-Rad Labs®). Assim que as
concentracdes de proteinas totais foram determinadas, uma fracdo das amostras em
um volume final de 40ul foi diluida de maneira que as concentracfes finais
referentes a cada um dos grupos fiqguem homogéneas. A essa solugao foi acrescido
um volume de 10ul de azul de bromofenol.

4244 Eletroforese em gel de poliacrilamida

As proteinas das amostras foram separadas de acordo com 0 peso
molecular através do processo de eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca
de SDS com auxilio de mini cubas verticais (SE 260, ABP Pharmacia), onde 15 ul de
solucdo contendo 50ug de proteinas eram desprezados em cada um dos pocos do
gel. A eletroforese ocorreu sob uma diferenca de potencial de 100V por
aproximadamente 4 horas e imersa em um tampao de corrida (Tris-base 25mM;
glicina 192mM; SDS 0,1%; H,O destilada autoclavada). Como marcador de peso
molecular foi utilizado 10ul do Kaleidoscépio padréo pré-corado (Bio-Rad Labs®). O
tempo de corrida era interrompido assim que a fronte de migracdo visualizada
através do azul de bromofenol chegava a porcao final do gel e estava na iminéncia

de cair no tampao de corrida.
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4.2.45 Eletro-transferéncia das proteinas

ApoOs a eletroforese o gel foi preparado para o processo de eletro-
transferéncia das proteinas e se deu em uma cuba especifica para tal. Nesse
processo é preparado um “sanduiche” com as seguintes camadas em sequencia:
blotting paper, gel, membrana de PDVF 8,0 x 5,0 cm (Tans-Blot SD cell; Bio-Rad
Labs®), blotting paper. Todas as camadas devem estar umedecidas com o tampéao
de transferéncia (Tris-Base 25mM; glicina 192mM; SDS 0,1%; metanol 10%; H,O
destilada autoclavada) . A membrana de PDVF foi previamente hidratada em
metanol por 30 minutos. A eletro-transferéncia ocorreu sob corrente elétrica de

47mA por 50 minutos.

4.2.4.6 Imunodeteccao das proteinas de interesse

Assim quem o processo de eletro-transferéncia terminou, iniciou-se o
processo de imunodeteccdo das proteinas com 3 lavagens de 5 minutos em TTBS
(Tris-Base 20mM; pH 7,6; NaCl 150mM; tween 20 a 0,1%). Apds as lavagens a
membrana € incubada sob agitacdo leve em temperatura ambiente por 2 horas em
solucdo de leite desnatado (skin milk) a 5% diluido em TTBS. No proximo passo as
membranas foram incubadas nos anticorpos primarios policlonais anti Cx 26 (1:200)
em skin milk a 5% diluidos em TTBS sob agitagdo leve a 4°C overnight. Apds a
incubacdo com os anticorpos primarios as membranas foram lavadas 3 vezes em
TTBS a temperatura ambiente para retirada do excesso de tampao e segui-se a
incubacdo nos anticorpos secundarios antirabbit (1:500) conjugados com a
peroxidase por 2 horas. A diluicdo dos anticorpos secundarios se deu em skin milk a
5% diluido em TTBS, da mesma forma que os anticorpos primarios. Na sequencia
da incubacédo dos anticorpos secundarios as membranas foram lavadas 3 vezes por
10 minutos em TTBS a temperatura ambiente. Procedeu-se entédo a revelacdo da
membrana em uma solucdo contendo DAB, Tris 0,05M (pH 7,4), Niquel aménio
Sulfato e peroxido de hidrogeno a 30%. Quando a revelacdo ja se deu por
terminada, evidenciando as bandas de interesse, a reacao foi interrompida com H,O
destilada. A solucao de revelacéo foi preparada minutos antes da reacao e mantida

em frasco ambar.
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Apés a revelagdo e secagem as imagens da membrana foram digitalizadas
em seguida (Image Master VDS-CL, Amersham pharmacia biotech™) para posterior

analise densitometrica.

Como controle endégeno a proteina B actina foi. Dessa forma a analise
densitometrica foi calculada através da porcentagem da proteina analisada em
relacdo a B actina. O parametro de normalizacdo utilizado para a analise

densitometrica foi a banda relativa ao grupo controle.

4.2.4.7 Reacado da Polimerase em Cadeia registrada em tempo real (Real Time

PCR) para Cx 26 na linhagem de melanoma B16/BL6

A expressdao da Cx26 fol verificada através dos niveis de RNAm. Apos
exposicdo ao campo elétrico as células foram raspadas das placas de Petri
utilizando-se cell srape (Corning) nos respectivos tempos determinados para o
estudo. Apdés a raspagem as células foram colocadas em tubos de plastico e
centrifugadas a 1500 rpm e 4<C por 10 minutos. Depo is da centrifugacdo o meio de
cultura residual foi desprezado e se iniciou a extragdo do RNA com o kit RNAspin
mini (GE Healthcare). Antes do procedimento de extracao toda a bancada foi limpa
com alcool 70° preparado com H,O preparada com DEPC. Apés esse procedimento
a bancada foi limpa com solucdo de RNAse Away (Invitrogen Life Technologies).
Apéds a extracdo uma aliquota foi removida para verificar a integridade do RNA em
gel e para sua quantificacdo em Biofotbmetro (Eppendorf®). O restante da solucéo
foi armazenada imediatamente a —-80C até a confeccdo do cDNA. Para a
transcricdo reversa, 3ug do RNA total foram acrescidos 1ul de dNTP (mix 10mM —
2,5 mM de cada dNTP) e 1pul de Oligo DT e incubado a 65°C por 5 minutos. Em
seguida foi adicionado 4pl de buffer 5x (superscript I11), 2ul DTT 1M e 1ul de RNAse
OUT e incubado por 2 minutos a 42°C. Acrescentou-se 1pl de superscript I,
incubando-se por 50 minutos a 42°C, seguido de incubacédo por 15 minutos a 70°C.
Ao término da incubacéo foi acrescentado 1pl de enzima RNAse H aos tubos (para
retirada dos residuos de RNA da amostra de cDNA) e incubados a 37<C por 20
minutos. O cDNA foi armazenado a —20C até o moment o da amplificacdo do cDNA.

Todos os reagentes foram adquiridos da Invitrogen Life Technologies®. O PCR em



74

Tempo Real foi realizado em ABI Prism 7000 Sequence Detection Systems (Applied
Biosystems®, Foster City, CA) utilizando TagMan Universal Master Mix (nUmero do
item 4304437; Applied Biosystems). primers e as sondas TagMan para Cx26, Cx43
e 18 s (usado como um controle de limpeza). Os ensaios da Cx26 (Cf02690416_g1)

foram adquiridos pela Applied Biosystems®.

Utilizou-se o 18S, como controle de limpeza, sendo adquirido pela Applied
Biosystems® (4319413E). O grupo controle foi utilizado com parametro de
normalizagdo. Para as sondas TagMan utilizaram-se um corante repérter 5'-6-
carboxi-fluoresceina (FAM), um corante quencher 3'-nao-fluorescente (QNQ) e uma
ligacdo menor groove (MGB). Os primers e sondas foram utilizadas com eficiéncia
de 100% na concentracdes finais de 0,9 mM e 0,25 mM, respectivamente. As
condi¢cdes de ciclagem térmica para os ensaios de quantificagdo do DNA foram
estabelecidas de acordo com a ABI Prism 700 Sequence Detection System
parametros (Applied Biosystems®). A analise dos dados de expressao relativa do

gene foi realizada de acordo com o método CT.

A qualidade das amostras de RNA foi determinada por eletroforese em gel de
agarose 2% com coloracdo para Brometo de Etidio. As bandas 18S e 28S foram
visualizadas sob luz ultravioleta (ndo mostrado). O RNA total foi entdo tratado com
DNase | (Invitrogen Life Technologies®), antes do processamento. O Oligo DT (1 ml)
e dNTPs (1 ml) foram adicionados a amostra de RNA total (500 mg) e incubados a
65T por 5 minutos. ApGs este procedimento, foram a dicionados a mistura: Buffer 5
X (sobrescrito II, 4 pl); TDT (1 ml, 2ul) e RNAse OUT (1 ul) e incubado a 42<C por 2
minutos. Novamente o sobrescrito Il (1 ml) foi adicionado, seguindo uma incubacao
a 42<C por 50 minutos e posteriormente, a incubacdo foi realizada a 70C por 15

minutos.

Todos os experimentos em PCR tempo real foram realizados pelo menos trés
vezes. Esta técnica permitiu quantificar a expressdo de mRNA do gene da Cx 26 e
comparar as mesmas com 0s niveis de proteinas mensurados pela técnica de

western blot e observados pela técnica de Imunofluorescéncia.
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4.3  Estudos in vitro com as linhagens de células de pulmé&o E9 e E10

As células das linhagens E9 e E10 s&do neoplasicas e ndo neoplasicas
respectivamente e as metodologias que se seguem foram semelhantes as adotadas
na linhagem de células B16/BL6. As particularidades foram descritas em cada item
especifico.

4.3.1 Cultivo de células das linhagens E9 e E10

As células E10 (variante ndo transformada) e E9 (variante tumoral) foram
gentilmente doadas pela Dra. Lucy M. Anderson sob os cuidados de sua técnica
Janet Fields do Laboratério de Carcinogénese Comparada do Instituto Nacional do
Cancer (Fredericks - EUA). Estas foram mantidas em nitrogénio liquido até sua
utilizacdo. O processo de descongelamento consistiu em manter o criotubo
congelado em banho-maria a 37<C até que o conteldo descongelasse parcialmente,
sendo entdo rapidamente homogeneizado com dois volumes de meio de cultivo
CMRL1066 adicionado de 10% de soro fetal e glutamina. As células foram entdo
centrifugadas a 1200 RPM por 10 minutos, o sobrenadante descartado e o pellet de
células re-suspendido em meio de cultivo. Apds resuspendidas as células foram
colocadas em garrafas de cultivo adicionando-se 10ul/ml estreptomicina e 20 pl/ml L-
glutamina. As células foram mantidas e em estufa a 37 °C com atmosfera imida com
5% de CO2. Quando estas atingiram cerca de 80% de confluéncia estavam

preparadas para a realizacdo dos experimentos.

4.3.2 Imunofluorescéncia da conexina 43 nas linhagens E9 e E10

A Imunofluorescéncia foi realizada com a mesma metodologia utilizada na
linhagem de células B16/BL6, somente diferindo da forma de fixacdo (metanol por
30 minutos) e dos anticorpos primarios e secundarios que foram utilizados. Neste
caso utilizou-se policlonais anti-Cx43 (anticorpo policlonal diluido em Triton X-100

0,1% em leite a 5% na concentragéo final de 1:00; Transduction laboratories) e
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anticorpos secundarios anti-coelho na concentracdo de 1:100 (Alexa 488 anti rabbit
1/100 Invitrogen Molecular Probes®©)

4.3.3 Western blot para a conexina 43 nas linhagens E9 e E10

A técnica de western blot foi realizada com os mesmo parametros descritos para a
linhagem B16/BL6, diferindo apenas dos anticorpos primarios que no caso dessas
linhagens foi anti Cx43. Outro procedimento realizado para essas linhagens foi o
stripping, e este foi necessario pois o controle endégeno utilizado nesse experimento
foi a B-actina, que tem peso molecular semelhante ao da Cx43.

4.3.3.1 Stripping das membranas

O processo de stripping € o nome utilizado para a técnica de remocao dos
anticorpos primarios e secundarios das membranas de western blot permitindo
assim novo procedimento em uma mesma membrana. O procedimento de stripping
utilizado no experimento consistiu de primeiramente hidratar as membranas por 10
minutos em alcool metilico (99,9°). Apo6s a hidratagcdo lavar as membranas por 5
minutos em TTBS. Na sequencia incubar as membranas no tampé&o de stripping
(Tris-HCL 62mM, pH6,8; SDS 2%. 2-B-mercaptoetanol 100mM) por
aproximadamente 30 minutos a temperatura de 60°C. Depois da incubac&o bloquear
a reacdo com skin milk a 5% diluido em TTBS 0,2%. A partir desse processo as
membranas novamente estdo prontas para o inicio da incubagdo com os anticorpos

primarios.

4.3.4 Reacédo da Polimerase em Cadeia registrada em tempo real (Real Time PCR)

para Cx43 nas linhagens E9 e E10

O PCR em tempo real para as linhagens E9 e E10 seguiram 0 mesmo padrao
desenvolvido para linhagem B16/BL6, com a Unica diferenca para os Primers que
para Cx43 foram concebidos a partir de exons (GenBank XM_543178), em frente
5'CTCATCTACCTGGGCCATGTG 3' e 5' TCGCGCTCCTTCTTCTTCTC 3' primers
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reverse e CF-RG6M2-Cx43, FAM, CCATGCGCACGATGTG. Os ensaios da Cx43
(Cf02690400_g1) foram adquiridos pela Applied Biosystems®.

Todos os experimentos em PCR tempo real para as linhagens E9 e E10
foram realizados pelo menos trés vezes da mesma forma que na linhagem B16/BL6,
permitindo assim quantificar a expressdo de mRNA do gene da Cx 43 e comparar as

mesmas com 0s niveis de proteinas mensurados pela técnica de western
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5 RESULTADOS

Os resultados de todos os experimentos deste trabalho sdo apresentados nas
secdes a seguir.
5.1 Resultados dos experimentos in vivo

As segbes a seguir apresentam os resultados dos experimentos realizados in

vivo.

5.1.1 Resposta a eletroquimioterapia para melanomas da linhagem B16/BL6

inoculados em camundongos C57/BI6

O grupo que recebeu eletroquimioterapia apresentou eficiéncia terapéutica
satisfatoria enquanto nenhum dos outros grupos apresentou resposta. O grupo EQT
apresentou 5 tumores (18%) com ED, 16 tumores (57%) com RP e 7 tumores com
RC (25%). Com base nestes dados o grupo EQT apresentou um indice de RO de
85%. Neste grupo nenhum tumor apresentou PD. Os 22 tumores do grupo Q, os 19
tumores do grupo EP e 0s18 tumores do grupo CT n&o apresentaram resposta a

terapia, desta forma todos as tumores apresentaram PD. Estes resultados estéo na
tabela X abaixo.

Tabela 2- Tabela de comparag&o entre as respostas as terapias do experimento.

Valores em %

PD ED RP RC RO
EP/Q/ CT 100 0 0 0 0
EQT 0 18 57 25 82

EP - eletroporagéo; Q — Quimioterapia (Bleomicina); cT- controle; EQT - eletroquimioterapia.
PD - Progresséo da doenga; ED — Estabilizagdo da doenga; RP — Remiss&o parcial RC — Remisséo completa;
RO — Resposta objetiva (RP+RC)

Os efeitos colaterais observados foram contragdes musculares no momento

da aplicag&o dos pulsos elétricos, edema local, que se resolveu em todos os casos



79

em no maximo 3 dias apds a terapia, e necrose nos tumores onde foi aplicada a
eletroquimioterapia. A variacdo do volume apresentada pelos tumores apdés a terapia
durante os 15 dias de acompanhamento demonstrou diferenca significante (p<0.05)
entre 0 grupo EQT e todos os demais grupos. Ndo houve diferenca significante
(p<0.05) entre os grupos EP, Q e CT.As figuras 20, 21, 22, 23, 24, 25 e 26abaixo

mostram a evolugcdo de um dos animais que obtiveram resposta completa frente a

eletroquimioterapia.

Figura 20 -Eletroquimioterapia em camundongo
com melanoma implantado - antes do tratamento

Figura 21 -Eletroquimioterapia em camundongo
com melanoma implantado — 1 dia apés o
tratamento.

Figura 22 -Eletroquimioterapia em camundongo
com melanoma implantado - 7 dias ap6s o
tratamento 2°tumor cresce & esquerda do tratado.

Figura 23 -Eletroquimioterapia em camundongo
com melanoma implantado - 1 dia apds do
segundo tumor ser tratado.

Figa 25 -Eletroquiitrpa em

Figura 26 -Eletroquimioterapia
Figura 24 -Eletroquimioterapia em em camundongo com melanoma
camundongo  com  melanoma Camundongo ~ com  melanoma jmplantado - 27 dias ap6s 1la

implantado - 12 dias apds 1% se¢édo implantado - 20 dias apds 1% se¢d0.  gecao.
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Nesse experimento foi feito acompanhamento diario da evolucéo da resposta
ao tratamento eletroquimioterapico. As diferencas entre os grupos CT, EP e

QUIMIOforam significativasem relacdo ao grupo EQT e estéo evidenciadas na figura

27 abaixo.
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Figura 27 -Grafico comparativo diario do volume tumoral entre os grupos — os tumores foram tratados no
dia 0 e seu volume medido diariamente por quinze dias para avaliacéo da resposta a terapia.

5.2 Resultados dos experimentos in vitro

Este se¢do se destina a apresentacdo dos resultados dos experimentos in
vitro. As sec¢des subsequentes sdo especificas para cada uma técnicas e linhagens

utilizadas nos modelos experimentais.

5.2.1 Resultados dos experimentos envolvendo a linhagem de melanoma B16/BL6

Agora serdo apresentados os resultados dos experimentos para a linhagem

B16/BL6 de todas as técnicas empregadas no estudo.
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521.1
A titulacdo utilizada para esta técnica foi de 1:20 de anticorpo primério contra

Imunofluorescéncia para Cx 26

Cx 26, o que representa uma grande quantitade de anticorpo para marcacao.
Mesmo com essa alta titulacdo observamos apenas uma leve marcacdo nos
diferentes grupos que representam os diferentes tempos apés eletroporacdo. As
marcacgOes verde representam as marcacdes da Cx26, em vermelho representam a
B-actina e a em azul o ndcleo. Nesta técnica foram avaliadas as marcacfes da Cx26
nos diferentes tempos. O que podemos observar € que a localizacdo da Cx26 nessa
linhagem € subcelular e ndo em membranas onde formariam juncdes GAP. As
figuras 28 e 29mostram as marcagdes das Cx26 no grupo controle e tempo 3 horas

apos a eletroporacéao.

Figura 28 - A figura 28 apresenta a marcagao para
Cx26 (em verde) no grupo controle. A marcagdo em
vermelho representa a marcacédo da B-actina e a azul
representa o nucleo. A imagem apresenta marcagéo
intracitoplasmatica. (objetiva 40x)

Figura 29 - A figura 29 apresenta a marcagéo para
Cx26 (em verde) no grupo t3 (tempo 3 horas apds
eletroporacéo). A marcacdo em vermelho representa a
marcac¢do da B-actina e a azul representa o nucleo. A

imagem apresenta
intracitoplasmatica.(objetiva 40x)

marcagéo
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5.2.1.2 Western blot para Cx 26 na linhagem B16/BL6

As secdes subsequentes apresentam todos os resultados referentes a técnica

de western blotpara Cx 26 na linhagem B16/BL6.

5.2.1.2.1  Quantificacdo de proteinas totais

O desenvolvimento da técnica de western blotexige que as amostras de
proteinas sejam quantificadas para posterior homogeneizacdo antes da corrida.
Para o experimento, diferentes tempos apds o processo de eletroporacdo foram
observados. As amostras consideradas foram a no tempo zero (imediatamente apos
0 processo de eletroporacao), meia hora apés a eletroporacdo, uma hora, uma hora
e meia, duas horas, quatro e seis horas. Uma amostra controle, onde ocorre apenas
a colocacao do eletrodo sem a aplicagdo dos pulsos elétricos também foi realizada.
Seis amostras de cada tempo foram realizadas para as duas linhagens de células
(B16/BL6 e B16/F10). Como podemos observar na figura 30 abaixo o tempo meia

hora e uma hora apresentaram diminui¢cdo na quantidade de proteinas totais.

Proteinas totais - BL6

8,000
7,000 +
6,000

o | £ F

4,000 +
3,000 -+

2,000 + + F
1,000 +
0,000

quantidade de proteinas
(ug/uL)

CT 0 0.5 1 1.5 2 4 6

tempo apos eletroporacéo - (hrs)

Figura 30 - Proteinas totais das amostras da linhagem B16/BL6



83

5.2.1.2.2 Gel e Membranas

As membranas evidenciaram uma diminuigdo de marcagao nos tempos % hora e 1
hora apds a eletroporagdo. O gel de poliacrilamida apresentou marcagéao
homogénea evidenciando uma correta quantificagdo e diluicdo de proteinas. A
figura 31 abaixo evidencia o gel e as imunomarcagdes da Cx 26 e B-actina nas
membranas. O tempo t1/; apresenta diminuicéo nas marcacdes da Cx 26.

Gel de

poliacrilamida

Figura31-Gel de poliacrilamida e imunomarcagao na membrana de western blot para
cx26 na linhagem B16/BL6, tendo como controle endégeno a B actina. Podemos

observar a diminui¢&o na intensidade da marcagdo no tempo ¥ hora ap6s a aplicagéo
do campo elétrico.
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5.2.1.2.3 Quantificagdo da Cx26 atravées da analise densitométrica das
membranas para linhagem B16/BL6

Conforme podemos observar na figura 32 o Unico grupo que apresenta
diferenca significativa de quantidade de proteinas apds a realizacdo da analise
densitométrica das marcacdes nas membranas da técnica de western blot foi o

grupo onde se extraiu 0 mMRNA meia hora apds a aplicacdo do campo elétrico.

Grafico da densitometria da proteina Cx26 normalizada.
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Figura 32- Grafico da densitometria das marcacdes das membranas de western blot para cx26.
Podemos observar que o grupo onde foi extraido o mRNA meia hora apés a aplicacdo do campo
elétrico foi 0 Unico onde se pdde observar uma reducédo com diferenga significativa com os demais
grupos.
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5.2.1.3 PCR em tempo real para Cx 26

As secOes subsequentes apresentam os resultados referentes a técnica de
PCR em tempo real para a Cx 26 na linhagem de células B16/BL6.

5.21.3.1 Determinacdo dos niveis de transcricio de mRNA da Cx26 na

linhagem B16/BL6 submetidas a eletroporacéo através da técnica de real time PCR.

A avaliacdo estatisticados resultados do PCR em tempo real da linhagem
B16/BL6 mostraram que apds a aplicacdo do campo elétrico ocorre uma diminuicao
significativa na quantidade de mRNA para Cx26. No tempo zero apos a aplicacdo do
campo elétrico a quantidade de mRNAse mantém e a partir do tempo % hora apés a
aplicacdo do campo elétrico os niveis caem drasticamente. ApOs este tempo 0s
niveis se reestabelecem e se sustentam até 5 horas apos a aplicagcdo do campo.

Estes resultados podem ser observados na figura 33 abaixo.

Grafico dos niveis de expressao de mRNA do gene Cx26
em células
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Figura 33- Niveis de expressdo de RNAm para Cx26 em diferentes tempos apds a eletroporagéo
observados através da técnica de PCR em tempo real em células da linhagem de melanoma B16/BL6.
Podemos observar que o grupo onde foi extraido 0 mMRNA meia hora apds a aplicagdo do campo elétrico
foi 0 Unico onde se pdde observar uma redugédo com diferenca significativa com os demais grupos.
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5.2.1 Resultados dos experimentos envolvendo as linhagens de pulméo E9 e E10.

A seguir sdo apresentados todos os resultados referentes aos experimentosin

vitro realizados nas linhagens de células de pulméo E9 e E10.

5.2.2.1 Imunofluorescéncia para Cx 43 na linhagem E10

A técnica de Imunofluorescéncia para Cx 43 mostrou que a linhagem de
células E10 apresenta imunomarcacdo para Cx 43 em membrana a também em
citoplasma em todos os grupos. As figuras 34, 35, 36, 37, 38 e 39 abaixo mostram

as imunomarcacodes para Cx 43 referentes aos grupos controle, To, T12, Ty, Tz€ Ts,

Figura 34- Imunomarcacdo para Cx 43 no grupo controle na linhagem E10.
Podemos observar tanto marcacdo em membrana quanto marcagao em citoplasma.
As imagens em cor vermelha representam a marcacdo da Cx 43 e em azul o
nucleo. (objetiva 40x)



Figura35- Imunomarcacdo para Cx 43 no grupo tp na linhagem E10. Podemos
observar tanto marcagdo em membrana quanto marcacdo em citoplasma. As
imagens em cor vermelha representam a marcacdo da Cx 43 e em azul o
nucleo.(objetiva 40x)

Figura 36- Imunomarcacao para Cx 43 no grupo tiz na linhagem E10. Podemos
observar tanto marcagdo em membrana quanto marcagdo em citoplasma. As
imagens em cor vermelha representam a marcagdo da Cx 43 e em azul o nucleo.
(objetiva 40x)
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Figura 37- Imunomarcagdo para Cx 43 no grupo t; na linhagem E10. Podemos
observar tanto marcacdo em membrana quanto marcacdo em citoplasma. As
imagens em cor vermelha representam a marcagédo da Cx 43 e em azul o nucleo.
(objetiva 40x)

Figura 38- Imunomarcagdo para Cx 43 no grupo tz na linhagem E10. Podemos
observar tanto marcacdo em membrana quanto marcacdo em citoplasma. As
imagens em cor vermelha representam a marcacdo da Cx 43 e em azul o
ndcleo.(objetiva 40x)
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FIGURA 39Imunomarcacgdo para Cx 43 no grupo ts na linhagem E10. Podemos
observar tanto marcacdo em membrana quanto marcacdo em citoplasma. As
imagens em cor vermelha representam a marcacdo da Cx 43 e em azul o
nucleo.(objetiva 40x)
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5.2.2.2 Imunofluorescéncia para Cx43 na linhagem E9

As imagens de imunofluorescéncia para Cx 43 na linhagem E9 mostraram
uma marcagdopredominantementeem membrana, embora também possamos
observar marcacao subcelular, possivelmente em citoplasma. Essas diferencas de
marcacao sao visualizadas principalmente entre as imagens dos grupos ct, to, t3, ts
dos grupos ti» e t; Enquanto os grupos ct, tp, t3 e ts apresentam marcagoes
predominantemente em membrana no grupo ti» j& se evidencia uma maior
marcacao em citoplasma, além da presenca de marcacdo em membrana também. O
grupo ty, apresenta imagem com marcacdo predominantemente em citoplasma.

Podemos observar nas figuras 40, 41, 42, 43, 44 e 45essas diferencas de marcacao.

Figura 40- Imunomarcagéo para Cx 43 no grupo ct na linhagem E9. Podemos observar uma
marcacdo predominante em membrana. As imagens em cor vermelha representam a
marcacéo da Cx 43 e em azul o nlcleo.(objetiva 40x)



Figura41l- Imunomarcagdo para Cx 43 no grupo to na linhagem E9. Podemos
observar uma marcacdo predominante em membrana. As imagens em cor
vermelha representam a marcacéo da Cx 43 e em azul o nicleo.(objetiva 40x)

Figura 42- Imunomarcagdo para Cx 43 no grupo ti» na linhagem E9. Podemos
observar uma marcacéo predominante em membrana, porém com um aumento de
marcagcdo em citoplasma. As imagens em cor vermelha representam a marcacao
da Cx 43 e em azul o nucleo. (objetiva 40x)
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Figura 43- Imunomarcacdo para Cx 43 no grupo t; na linhagem E9. Podemos
observar marcacdo somente em citoplasma. As imagens em cor vermelha
representam a marcacgéo da Cx 43 e em azul o nlcleo. (objetiva 40x)

Figura 44- Imunomarcacdo para Cx 43 no grupo tz na linhagem E9. Podemos
observar uma marcacdo predominante em membrana. As imagens em cor
vermelha representam a marcacéo da Cx 43 e em azul o nucleo. (objetiva 40x)
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Figura 45- Imunomarcacéo para Cx 43 no grupo ts na linhagem E9. Podemos
observar uma marcacéo predominante em membrana. As imagens em cor
vermelha representam a marcagéo da Cx 43 e em azul o nicleo. (objetiva 40x)
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5.2.2.3 Western blot para Cx 43 na linhagenE10

A seguir serdo apresentados os resultados referentes a técnica de western

blotparaCx 43 na linhagem de pulméo E10.

5.2.2.3.1 Gel e Membranas para linhagem E10

O gel e membranas da técnica de western blot, presentes na figura 46 abaixo,
apresentam uma marcacdo homogénea e as marcacdes para Cx 43 e [-actina
respectivamente. Na membrana de western blot,é possivel observar uma diminuicao

na imunomarcacgaoparaCx 43 nos tempos ty e t1.

Gel de
poliacrilamida

Cx43
B-actina

ct to ty, t; ts ts

Figura 46 - Gel de poliacrilamida e imunomarcacdo na membrana de western blot para
Cx43 na linhagem E10, tendo como controle endégeno a 8 actina. A imunomarcagédo para
Cx 43 nos tempos tyz € t; foram diminuidas.
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5.2.2.3.2 Quantificagdo da Cx43 através da analise densitométrica das

membranas para linhagem E10

Com os resultados desta técnica pOde-se observar que a avaliacdo
densitométrica das membranas para aCx 43 na linhagem de células E10, uma
linhagem nédo neoplasica, ndo apresentou diferenca significativa entre os diferentes
tempos apos o processo de eletroporacdo, conforme nos mostra a figura 47abaixo.
A avaliacdo denistométrica foi feita comparando-se o pico de intensidade da

marcacao da cx43 com o pico do controle enddégeno, no caso a -actina.

Densitometria Cx43
normalizada

Cx43 - linhagem E10

1.5+

1.0+

0.5

0.0
CT 0 1/2 1 3 5

Tempo (horas)

Figura 47 - Avaliacao da interferéncia da eletroporacdo na cx43 em diferentes tempos
apos a aplicacdo do campo elétrico. Podemos observar que nao ha diferenca
significativa entre os diferentes tempos (p<0,05).
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5.2.2.4 Western blot para Cx 43 na linhagen E9

A seguir serdo apresentados os resultados referentes a técnica de western

blotpara Cx 43 na linhagem neoplasica de pulméo E9.

5.2.2.4.1 Gel e Membranas para linhagem E9

O gel e membranas da técnica de western blot, presentes na figura 48 abaixo,
apresentam uma marcacdo homogénea e as marcacdes para Cx 43 e B-actina
respectivamente. Na membrana de western blot,é possivel observar uma diminui¢éo
marcante na imunomarcacgdopara Cx 43 apenas no tempo tempos ty. O tempo t;

também apresenta uma diminui¢ao sutil na marcacao para Cx 43.

Gel de
poliacrilamida

B-actina e us Tt O —— n— < S—
cT 0 % 1 3 5

Figura 48 -Gel de poliacrilamida e imunomarcagcdo na membrana de western blot
para Cx43 na linhagem E9, tendo como controle endégeno a B actina. A marcagéo
para Cx 43 no tempo ti2, foisensilvemente diminuida e no tempo t; teve diminuigéo
sutil.
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5.2.2.4.2 Quantificacdo da Cx43 atraves da analise densitométrica das membranas

para linhagem E9

Com os resultados desta técnica pOde-se observar que a avaliacdo
densitométrica das membranas para a Cx 43 na linhagem de células E9, uma
linhagem neoplasica, apresentou diferenca significativa apenas entre 0s tempos ty; e
tie 0s demais grupos apos o0 processo de eletroporacdo, conforme nos mostra a
figura 49abaixo. A avaliacdo denistométrica foi feita comparando-se o0 pico de
intensidade da marcacdo da cx43 com o pico do controle enddégeno, no caso a B-

actina.

Densitometria Cx43 Cx43 —linhagem E9
normalizada

1.00+

0.75+

0.50+

0.257

0.00
CT 0 1/2 1 3 5

Tempo (horas)

Figura 49 - Avaliacao da interferéncia da eletroporacdo na cx43 em diferentes tempos
apos a aplicacdo do campo elétrico. Podemos observar que ha diferenca
significativa somente entre os tempos t;;, e t; € 0s demais grupos (p<0,05).



5.2.25

Na sequencia sao apresentados os resultados da técnica de PCR em tempo

PCR em tempo real para Cx 43na linhagen E10

real para a Cx 43 na linhagem de pulmao E10.

5.2.243

células E10

As amostras demonstraram quantidade de mRNA total suficiente segundo

avaliacao no biofotdmetro conforme tabela3descrita abaixo.

Tabela3- Tabela de concentracdo de mRNA total para a linhagem de células E10 .

Extracdo e quantificagdo do mRNA total das amostras da linhagem de

Linhagem de células E10

Tempo apos

Concentracdo total de mRNA (ng/ul)

EP
cT 256 255 276 244 213 226
0 223 272 265 219 241 281
% 178 195 179 186 174 210
1 273 269 265 259 278 246
3 146 143 186 178 165 154
5 186 175 186 182 156 191
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5.2.2.5.2 Resultados do PCR em tempo real para Cx43 na linhagem de células
E10.

Os resultados da técnica de PCR em tempo real para Cx 43 mostram que a
partir do tempo tiy, ap6s a eletroporacdo ocorre um aumento significativo na
transcricdo de RNAm para Cx 43 que se sustenta no tempo t;. Em t3 ocorre um pico
de transcricdo.No tempo tsé observada avolta aos niveis dos tempos ti; e t1 A figura
50 abaixo evidencia estes resultados.

Expressdo mRNA Cx43 E10

74 —_

Cx43/18s
*

NS

Tempo

Figura 50 -Avaliacdo da interferéncia da eletroporacdo na transcricdo de RNAmM
para cx43 em diferentes tempos ap6s a aplicacdo do campo elétrico. Podemos
observar que ha um aumento da transcricdo no tempo ty, que se sustenta em t;. No
tempo t; ocorre um pico de transcri¢cdo, que volta aos valores de t;;; e t; no tempo
t5(p<0,05).
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5.2.2.6 PCR em tempo real para Cx 43 na linhagenE9

Na sequencia sao apresentados os resultados da técnica de PCR em tempo
real para a Cx 43 na linhagem de pulmé&o E9.

5.2.2.6.1 Extracdo e quantificacdo do RNAm total das amostras da linhagens de
células E9

As amostras demonstraram quantidade de RNAmtotal suficiente segundo avaliagao
no biofotdmetro conforme tabelad4descrita abaixo.

TABELA 4- Tabela de concentracdo de RNAm total para a linhagem de células E9 .

Linhagem de células E9

Tempo apos
Concentra¢do de RNAm (ng/dl)

EP
CT 258 222 206 198 265 244
0 323 293 250 228 213 285
V2 454 389 312 375 269 287
1 233 244 281 232 217 245
3 240 248 213 220 278 261

5 169 172 215 234 210 195




101

5.2.2.6.2 Resultados do PCR em tempo real para Cx43 na linhagem de células

EQ.

Os resultados da técnica de PCR em tempo real mostram que a partir do
tempo toapOs a eletroporacdo ocorre um pico na transcricdo de mRNA para Cx 43
gue se sustenta no tempo t;». Em t; ocorre uma diminuicdo drastica na transcricéo
de mRNA para Cx 43. No tempo tzé observada avolta aos niveis dos tempos tipeto€

em ts a diminuicdo drastica visualizada em t; ocorre novamente. A figura 50 abaixo

evidencia estes resultados.

Expressdo mRNA Cx43 E9

Cx43/18s

Figura 51 - Avaliacdo da interferéncia da eletroporacdo na transcricdo de mRNA
para cx43 em diferentes tempos apds a aplicagdo do campo elétrico. Podemos
observar que ha um aumento da transcrigdo no tempo t, que se sustenta em ty;,. No
tempo t; ocorre uma diminuigdo drastica nos niveis de transcricdo. Em t3 os niveis
voltam a valores semelhantes ao pico encontrado em t,. Em tg volta a acontecer
diminuigdo drastica nos niveis de transcricdo de maneira semelhante a encontrada

em ts.
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6 DISCUSSAO

Desde o inicio da década de 70, quando se descreveu o fendmeno de
eletroporagcdo, até o presente momento, muitos trabalhos de pesquisa tém sido
feitos no sentido de se melhor compreender o fendémeno. Hoje a técnica é
amplamente utilizada como ferramenta para realizacdo de transfeccdo génica em
laboratorios e com boa perspectiva de futuras aplicacdes clinicas através da terapia
génica. Ha aproximadamente duas décadas o fenbmeno vem sendo estudado para
utilizacdo na eletroquimioterapia, uma nova terapia contra o cancer, sendo que ha
cerca de 4 anos a técnica foi padronizada para utilizacdo na comunidade Européia.
Hoje ela € desenvolvida em mais de 60 centros de tratamento contra o cancer
(MIKLAVCIC et al., 2010). Especificamente na técnica de eletroquimioterapia,
embora 0s mecanismos principais envolvidos na técnica estejam evidentes, o efeito
predominantemente seletivo que se observa ao tecido neoplasico, quando a
administracdo do agente antineoplasico ocorre por via intravenosa, ainda € motivo
de investigacdo. As figuras 52, 53, 54 e 55 abaixo evidenciam a intrigante
seletividade da eletroquimioterapia ao tecido neoplasico quando a administracdo do

antineoplasico se da por via intravenosa (MIR, 2006).

S < N K‘/‘ N
Figura 52 — Imagem mostra melanoma em cavidade oral Figura 53 — Imagem de 4 semanas apos o
antes da sessdo de eletroquimioterapia. A linha pontilhada tratamento mostra que embora tenha sido
amarela representa o local de aplicagdo dos pulsos feita ~margem de seguranga com
elétricos para eletroquimioterapia. A abordagem é feita eletroguimioterapia, macroscopicamente a
tratando as margens do tumor com objetivo de tratar as destricdo se deu somente no local onde
possiveis infiltragdes neoplasicas. existia a formagdo. Isso evidencia a
seletividade da ECT ao local da neoplasia.
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Figura 54 — Imagem mostra mastocitoma em
regido de orelha de cdo. A linha pontilhada
amarela representa o local de aplicacdo dos
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Figura 55 — Imagem mostra que somente no local da
formacdo em regides adjacentes bem proximas houve a
formacé&o de cicatriz, evidenciando desta forma a seletividade

pulsos elétricos. Foi tratada quase que a orelha da eletroquimioterapia ao tecido neopléasico.
inteira do céo.

Uma das motivacdes deste trabalho foi no sentido de se observar os
possiveis diferentes comportamentos, em relacdo a expressdo génica, frente ao
desafio da eletroporacdo, das células neoplasicas e nao neoplasicas e estabelecer
uma possivel correlacdo com o efeito seletivo da eletroquimioterapia observado em
experimentos in vivo e clinicamente. Antes de realizarmos 0s experimentos in vitro,
entdo foram realizados 0s experimentos com eletroquimioterapia in vivo justamente
para vivenciarmos todas as alteracfes encontradas na literatura. Assim nossas
observacbes e inferéncias nao viriam somente das publicacdes cientificas, mas
também de nossa propria experiéncia. Isso trouxe muito mais concretude ao
desenvolvimento do trabalho, além de nos proporcionar a oportunidade de

desenvolvermos o “know how” com eletroquimioterapia.

Os resultados encontrados nos experimentos in vivo, foram coerentes aos
encontrados por outros grupos de pesquisa. Os 82% de resposta objetiva
alcancados pelo experimento sdo bem semelhantes aos encontrados na literatura.
Os 25% de resposta completa obtidos foram menores do que aqueles encontrados
em outros trabalhos, porém como em nosso experimento a via de administracéo do

agente antineoplasico foi intratumoral essa diminuicdo era esperada, uma vez que
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uma distribuicdo homogénea por toda neoplasia € dificultada, diminuindo a eficiéncia
da terapia. O modelo experimental por nds utilizado, o melanoma da linhagem
B16/F10 é altamente infiltrativo e isso também interferiu nos resultados, pois onde
nao havia distribuicdo do agente antineoplasico ndo havia resposta (HELLER et al.,
1997). Com o experimento pudemos observar também as caracteristicas clinicas
descritas em outros experimentos, como a formacao de edema, ulceracgdes e crostas
no entorno da formacéo, evidenciando a destruicdo da neoplasia (MIR, 1994; MIR et
al.,, 1997). Outro efeito importante observado durante as sessdes foram as
contragcdes musculares descritas na literatura(MIKLAVCIC et al., 2005). Tal efeito
ndo promoveu nenhuma alteracdo clinica durante o periodo em que os animais
estiveram monitorados, que coincidiu com o fim dos experimentos. O efeito seletivo
ao tumor também pode ser observado conforme se pode observar nas figuras 56 e
57. Enfim nossos resultados tanto confirmaram que a realizacdo do procedimento de
eletroquimioterapia foi feito de maneira correta como corroboram a alta eficiéncia da

técnica no tratamento de neoplasias localizadas.

Figura 56 — Formacdo do melanoma da linhagem  Figura 57 - Dois dias apdés a sessdo de
B16/BL6 implantado em camundongo C57/bl6. A eletroquimioterapia podemos observar que a

linha tracejada amarela indica onde foi aplicado 0 destruicdo se deu predominantemente no local da
campo para eletroquimioterapia formacao.

A sequéncia do projeto foi o desenvolvimento dos experimentos in vivo. Neles foram
feitas as avaliacdes de interferéncia da eletroporacdo na expresséo de Cx 26 para a
linhagem de melanoma B16/BL6 e da Cx 43 para as linhagens de pulméo E10 (n&o
neoplasica) e E9 neoplasica. O foco no estudo das conexinas foi em virtude da

importancia que essa familia de genes vem ganhando na pesquisa oncologica. Os
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genes que codificam para conexinas tém sido considerados genes supressores
tumorais, ou mesmo participantes do processo de disseminacédo de neoplasias, de
acordo com a fase de progressdao tumoral e podem ser chave para o
desenvolvimento de novos marcadores prognostico e novas terapias (NOMURA et
al., 2010) contra o cancer. As hipéteses levantadas a este respeito dizem que a
expressdo de conexinas podem ser marcadores progndésticos tanto para o
desenvolvimento de cancer em individuos sem a doencga, ou em processos iniciais
(displasias e neoplasias benignas) quanto para o potencial de metastase da doenca
em individuos ja acometidos pelo cancer. Com relagdo aos possiveis tratamentos se
imaginam possibilidades de utilizacdo de drogas ou mesmo terapia génica para
aumentar ou diminuir a expressao de Cxs em neoplasias com o objetivo de diminuir
0 crescimento ou mesmo o potencial metastatico. A eletroporagcdo vem ganhando
espaco como um vetor ndo viral utilizado para realizagcdo de transfeccdo génica
(FAURIE et al.,, 2010). Tanto nas hipdteses de utilizacdo como marcadores
prognostico quanto na utilizacdo como terapias devido ao comportamento
heterogéneo de expressdo de conexinas em neoplasias e suas implicacfes, ainda
nao se chegou a resultados mais concretos que indiguem de maneira segura suas
aplicacbes. Uma aplicacdo mais promissora das conexinas em terapia € a
associacdo com o efeito bystander no reestabelecimento de canais intercelulares
para entrega de drogas e pro-drogas dentro das células tumorais. (KANDOUZ,;
BATIST, 2010; NAUS; LAIRD, 2010). Dada essa importancia nos estudos de
oncologia os préximos experimentos tém a importancia de avaliar as possiveis

interferéncias da eletroporacdo na expressao desses genes.

Primeiramente o modelo experimental utilizado foi a linhagem de melanoma
B16/BL6, uma linhagem que segundo a literatura tem expressao abundante de Cx
26 com niveis maiores inclusive que ao do tecido hepatico. (ITO et al., 2002). Os
resultados para essa linhagem com a técnica de imunofluorescéncia para a Cx 26
apontam auséncia de marcacdo em membrana e marcagao intracitoplasmatica. A
possivel localizacao intranuclear ndo pode ser excluida através desta técnica uma
vez que avaliamos uma imagem em duas dimensdes de uma situacdo que esta em
trés dimensdes. A auséncia de marcacdo para conexinas em membrana estd de
acordo com trabalhos realizados que apontam justamente para auséncia de

formacdo de juncdes gap entre 0s melandcitos neoplasicos para esta mesma
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linhagem, B16/BL6 (ITO et al., 2002). Nao houve diferenca de marcacdo entre os
grupos. Os resultados com a técnica de western blot mostram que a interferéncia da
eletroporacdo ocorreu de maneira transiente nos grupos ti, e t;. A diminuicdo na
expressao de proteinas e também nos niveis de transcricdo de RNAm séo coerentes
com a idéia de que quanto menos RNAmM a ser traduzido menos sintese de
proteinas ocorreria. Embora esse pensamento seja simpldério, uma vez que entre a
transcricdo de conexinas e a sintese das proteinas existe um longo percurso, uma
vez que os principais fatores envolvidos, no caso a traducdo e degradacédo (DE
SOUSA ABREU et al., 2009) ndo tenham sofrido nenhuma alteracdo o argumento
poderia ser valido. Ap6s o grupo t; os demais grupos apresentaram niveis
semelhantes aos apresentados pelo grupo controle. Isso além de ser coerente com
a caracteristica transiente dos eletroporos formados no experimento, pode ser um
indicio que os processos de sintese e degradacdo ou estejam integros ou ja se
restituiram. A respeito da restituicdo das membranas, ja foi mensurado que cerca de
50% das células da linhagem B16 tem sua membrana reconstituida em cerca de 5
minutos apds a exposicao eletroporacdo reversivel, e todas as células tém suas
membranas reconstituidas dentro de 30 minutos (KANDUSER et al., 2006).

Os proximos experimentos foram feitos com o objetivo de se comparar 0s
possiveis efeitos de interferéncia na expressdo das conexinas entre uma linhagem
de células ndo neoplasicas e outra neoplasica de mesma origem. As células
epiteliais de pulmdo E10 e as transformadas E9 foram submetidas as mesmas
condicOes experimentais para que fizéssemos uma analise comparativa entre elas.
A linhagem de pulméo nédo transformada apresentou resultados diferenciados dos
apresentados pela linhagem neoplasica. A técnica de imunofluorescéncia para Cx 43
mostrou uma marcacao bem evidente e predominante em membranas na linhagem
neoplasica E9. Isso corrobora a idéia da participacdo das conexinas e juncdes gap
nos processos de disseminacdo e metastase apresentados por alguns grupos de
pesquisa (CARYSTINOS et al., 2001; ZHANG et al., 2001; ITO et al., 2002; HAASS
et al.,, 2004; SAITO-KATSURAGI et al., 2007; HAASS et al., 2010; NAUS; LAIRD,
2010). Uma diferenca observada foi a diminuicdo acentuada de marcacdo em
membrana e aumento da marcagcdo em citoplasma no tempo ti». Nesse grupo foi
observada uma diminuicdo de proteinas conforme descrito na sequencia. Essa

alteracdo poderia estar evidenciando o trafego desde sua sintese em reticulo
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endoplasmatico rugoso, oligomerizagdo em conexon no complexo de Golgi e trafego
através dos microtibulos até a membrana citoplasmatica das novas conexinas
sintetizadas para formacdo da placa juncional (SEGRETAIN; FALK, 2004). Na
linhagem E10 as marcacdes da imunofluorescéncia para Cx 43 foram em
membranas, porém com marcac¢des também em citoplasma. As células da linhagem
E10 ndo apresentaram diferenca na imunofluorescéncia para conexina 43 entre os
diferentes grupos. As figuras 58, 59 e 60 mostram as diferentes marcacdes para as

conexinas nas diferentes linhagens do trabalho.

Figura 60 -
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Figura 58 -
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marcacao evidente em
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Em relacéo a expressao de proteinas nao houve diferenca significativa entre
os diferentes grupos, embora os grupos ti, e t; tenham apresentado valores
ligeiramente maiores que 0s demais grupos, fato este que nao aconteceu na
linhagem E9. A linhagem E9 apresentou comportamento semelhante ao da linhagem
de melanoma B16/BL6, com diminuicdo somente nos grupos ti;, e t;. Ja em relacéo
aos niveis de

transcricio de RNAm a linhagem n&o neopldsica E10,

interessantemente, apresentou niveis de transcricdo mais altos justamente nos
grupos ty; e t;, onde se encontrou niveis de proteinas ligeiramente maiores (embora
sem diferenca significativa entre os demais grupos) pela técnica de western blot. O

que poderiamos inferir € que a eletroporacdo de alguma forma sinalizaria para um
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aumento de transcricdo de RNAm para a Cx 43 que nao chega a interferir de
maneira significativa nos niveis de proteinas. Essa sinalizacdo poderia vir por meio
da propria perturbacdo nas membranas promovida pela formacdo de poros. Ja é
sabido que a desagregacdo das ceélulas em experimentos em cultura de células
promove a formagdo dos conexossomos, que sao internalizados e desaparecem
rapidamente, podendo aumentar as taxas de sintese e degradagdo das conexinas
se comparadas com as células em condicées fisioldgicas (HERVE et al., 2007). A
propria eletroporacdo promove o descolamento de algumas células que estdo
aderidas as placas de Petri o que também poderia desencadear um estimulo
semelhante ao anterior. As placas juncionais uma vez formadas dificilmente s&o
desfeitas sob condicdes fisiolégicas (SEGRETAIN; FALK, 2004) e a perturbacdo na
membrana promovida pela eletroporacéo seria a responsavel por sua desagregacao

ou mesmo formacgéo de conexossomos.

Os resultados da linhagem de células de pulméo E9 apresentaram resultados
diferentes da linhagem E10 em relag@o ao nivel de transcricdo de RNAm para a Cx
43. Os niveis de transcricdo apresentaram comportamento bem heterogéneo, nao
permitindo nenhuma inferéncia a respeito dos mecanismos que poderiam estar
envolvidos no padrao apresentado. Como as células neoplasicas podem apresentar
padrbes aberrantes de expressdo génica esse pode ser o fato aplicavel no caso
desta técnica. Uma evidéncia de tal fato pode ser o alto desvio padrdo apresentado
pelo grupo controle com a técnica de PCR em tempo real. O desvio padrdo
apresentado é da mesma ordem de grandeza da medida do nivel de transcricdo de
RNAmM para a Cx 43. O fato observavel que merece atencdo nesse caso é que
ambas as linhagens apresentaram comportamento semelhante de diminuicdo Cxs,

em nivel proteico, com uma diminuicdo transiente nos tempos ty; e t;.

Sob o ponto de vista geral, podemos afirmar que a eletroporagéo interferiu na
expressdo de conexinas. Com a expansdo da utilizacdo da eletroporacdo e a
tendéncia de sua utilizacdo em aplicagBes clinicas a pesquisa dos efeitos da
aplicacdo de campos elétricos em células e organismos vivos tem aumentado e
alguns trabalhos tém sido produzidos nos ultimos anos e a interferéncia do
fenbmeno de eletroporacdo na expressdo de alguns genes ja foi evidenciada em
alguns trabalhos (LEPIK et al., 2003; MLAKAR et al.,, 2009). O objetivo destes

trabalhos foi avaliar a possivel interferéncia do fenbmeno de eletroporacdo na
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expressao genica de células de neoplasias malignas e seu possivel potencial
tumorigénico. Os resultados ndo apontaram nenhuma alteracdo na expresséo de
genes supressores de tumor ou oncogenes, porém foi evidenciada que a
eletroporacéao seria um estimulo de extremo estresse celular. Isso foi evidenciado
nestes trabalhos através do aumento da expresséo de genes da familia HSPA (heat
shock protein) apdés exposicdo de células a campos elétricos semelhantes aos
utilizados em eletroquimioterapia e na realizacdo de transfeccdo génica. Outro
achado importante foi que genes envolvidos na sintese protéica estavam com baixa
expressdo (MLAKAR et al., 2009). Este ultimo achado estd em comum acordo com
os resultados deste trabalho que também apresentaram nas linhagens neoplasicas
baixa expressao de proteinas de maneira transiente. O que imaginamos é que a
formacdo de poros na membrana prejudica de maneira significativa a homeostase
celular, pois o desbalanco de ions entre os compartimentos extracelular e
intracelular, a perda de ATP através dos poros, entre outros metabdlitos essenciais
ao equilibrio da fisiologia celular acabem prejudicando a maquinaria de sintese de
proteinas, além de ser um estimulo semelhante ao estresse térmico. Os trabalhos
anteriormente citados nao fizeram uma analise de células ndo neoplasicas, porém
0S nossos resultados poderiam indicar que as células nao transformadas
conseguiriam enfrentar o desafio da eletroporacdo de maneira mais eficiente. As
alteracdes encontradas d&o indicios que as perturbacdes desencadeadas pelo

fendmeno séo eficientemente contornadas pelas células normais.

Os resultados dos estudos aqui apresentados tinham como objetivo uma
avaliacao inicial da interferéncia da eletroporacdo na expressdo dos genes das
conexinas e estabelecer uma comparacdo entre os comportamentos de genotipos
neoplasicos e ndo neoplasicos in vitro. Temos ciéncia que o que encontramos
remetem a muitas outras perguntas e com certeza mais trabalhos podem ser
desenvolvidos na sequencia deste para ajudar a elucidar os motivos da interferéncia
da eletroporacdo na expressao genica e os efeitos desencadeados de acordo com a

familia de genes que apresentem alteracdes.
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7 CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos pelo presente trabalho de pesquisa podemos
concluir que o fendbmeno de eletroporacao interfere na expressao de conexinas de
maneira transiente . Outro apontamento é que uma linhagem neoplasica nao
apresenta as mesmas alteracdes apds a eletroporagcdo que uma linhagem néo
transformada. Os mecanismos envolvidos tanto no comportamento transiente das
alteracdes encontradas quanto nos diferentes comportamentos entre células
neoplasicas e ndo neoplasicas, embora tenham sido sugeridos em parte na

discussao, nao foram objetivos deste trabalho e ainda precisam ser elucidados.
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