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RESUMO

MONTALDI, A.P. Influéncia do gene APE1/REF-1 nas respostas celulares das
linhagens de glioblastoma ao quimioterapico temozol omida. 2013, 166f, Tese
de doutorado — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o
Paulo, Ribeirdo Preto, 2013.

A proteina APE1 (do inglés Apurinic/Apyrimidinic endonuclease 1/ Redox Factor-1 -
APE1/REF-1) é uma enzima multifuncional, cuja expressdo encontra-se
frequentemente aumentada em gliomas. Além de apresentar atividade no reparo por
excisdo de base (BER), o gene APE1l também atua como fator de reducéo,
mantendo fatores de transcricdo (FTs) em um estado reduzido ativo. A via BER de
reparo do DNA tem sido apontada como um possivel fator de resisténcia a terapias
baseadas no uso de agentes alquilantes, tais como temozolomida (TMZ). No
presente trabalho, utilizou-se a estratégia de inibicdo da transcricdo do gene APE1
pelo método de RNA interferente (siRNA) e tratamento com a droga TMZ nas células
de glioblastoma (GBM), T98G (resistente a TMZ) e US7MG (sensivel a TMZ), a fim
de verificar a influéncia do silenciamento do gene APE1 sobre as respostas celulares
a droga avaliadas por varios ensaios, bem como o0s efeitos sobre a expresséo
transcricional dos genes alvos dos FTs regulados por APELl. O silenciamento de
APEL1 e o tratamento das células T98G com a TMZ foram eficazes no sentido de
reduzir a proliferacéo e a capacidade clonogénica, além de intervir na progressao do
ciclo celular com bloqueio na fase S. Tais efeitos foram acompanhados pelo
aumento da inducdo de danos no DNA e da expressdo de H2AX fosforilada
(YH2AX), o que justifica a queda na sobrevivéncia celular. O mesmo efeito nao foi
observado nas células U87MG silenciadas para APEl e tratadas com a TMZ,
havendo o predominio dos efeitos causados pela TMZ, exceto por uma leve inducao
de danos no DNA e de yH2AX. Adicionalmente, nas células T98G silenciadas e
tratadas, verificou-se uma moderada inducdo de apoptose, que foi observada ao
longo dos tempos avaliados (1 a 10 dias), com uma leve inducdo de caspase-3 (5
dias); nessas células, observou-se também a inducéo (3,8 vezes) de morte celular
autofagica (5 dias). Entretanto, nas células U87MG, a inducédo de apoptose foi baixa
e ndo houve inducédo de morte por autofagia, sugerindo outros mecanismos de morte
envolvidos na eliminagédo dessas células em resposta ao tratamento com a TMZ. O
silenciamento de APE1 causou uma reducdo acentuada na invasdo das células
T98G, de forma similar a observada nas ceélulas somente tratadas com a TMZ,
sendo que a combinagcao (silenciamento de APE1l e tratamento com a droga)
resultou em um efeito aditivo, enquanto que nas células U87MG a combinacao foi
eficaz no sentido de reduzir a propor¢cao de células invasivas, fato ndo observado
nas condicoes isoladas. Os genes COX2 e VEGF, alvos dos FT NFkB e HIF-1a
(regulados por APE1) foram reprimidos nas células T98G enquanto que o gene
VEGF foi induzido nas células U87MG, entretanto, tais alteracbes no padrdo de
expressao transcricional foram observadas somente em resposta ao tratamento com



a TMZ, independentemente do silenciamento de APE1, indicando nenhuma
mudanca na atividade redox de APEL, possivelmente pela existéncia de proteinas
APE1 remanescentes na célula. Além disso, a expresséo proteica de NFkBp65©5)
foi aumentada em ambas as linhagens silenciadas e tratadas com a TMZ,
presente trabalho demonstraram que a estratégia de inibicdo do gene APELl
(participante da via BER) mostrou-se potencialmente viavel, suportando a
contribuicdo do BER na resisténcia a TMZ, visto que nas condicdes testadas,
observou-se uma sensibilizacdo das células de GBM, com efeito restrito as células
de GBM resistentes (linhagem T98G), sendo pouco eficaz no sentido de sensibilizar
as células sensiveis (linhagem U87MG) a esse agente. Assim, ha que considerar as
caracteristicas genéticas de cada linhagem de GBM, visto que estas sdo cruciais
para as respostas apresentadas pelas células aos tratamentos empregados.

Palavras-chave : gene APE1/REF-1, glioblastoma, temozolomida, SiRNA, reparo por
excisao de base, respostas a danos no DNA.



ABSTRACT

MONTALDI, A.P. Influence of APE1l/REF-1 gene on cellular responses of
glioblastoma cells to chemotherapeutic temozolomide . 2013, 166f, Tese de
doutorado — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo,
Ribeirdo Preto, 2013.

APE1 (Apurinic/Apyrimidinic endonuclease 1/ Redox Factor-1 - APE1/REF-1) protein
iIs a multifunctional enzyme whose expression is often increased in gliomas. Besides
presenting activity in base excision repair (BER), APE1 also acts as a reduction
factor, maintaining transcription factors (TFs) in an active reduced state. The BER
pathway has been implicated as a possible factor of resistance to therapies based on
the use of alkylating agents such as temozolomide (TMZ). In the present study, we
have been using a strategy of small interference RNA (siRNA) to down-regulate the
APE1 gene under conditions of treatment with TMZ in T98G (resistant to TMZ) and
U87MG (sensitive to TMZ), glioblastoma (GBM), in order to determine the effects of
APE1 gene silencing on cellular responses to this drug, evaluated by several assays,
as well as the effects on the transcriptional expression of target genes of TFs
regulated by APE1. APEL1 silencing and TMZ treatment was effective to reduce the
cell proliferation and clonogenic capacity of T98G cells, in addition to interfering in
the cell cycle progression (S-phase arrest). These effects were accompanied by
induction of DNA damage and phosphorylation of H2AX (yH2AX), which may explain
the decrease in cell survival. The same effect was not observed in silenced U87MG
and TMZ-treated cells, being observed a predominance of the effects caused by TMZ
itself, except for a slight induction of DNA damage and yH2AX. Additionally, in
silenced T98G and TMZ-treated cells, there was a moderate induction of apoptosis,
as observed over time (1 to 10 days), with a slight induction of caspase-3 (on day 5);
for those cells, we also observed autophagic induction (3.8 fold) at day 5. However,
the induction of apoptosis and autophagy in U87MG cells was very low, suggesting
that other mechanisms of cell death might be involved in the elimination of GBM cells
under TMZ treatment. APE1l silencing caused a marked reduction on the
invasiveness of T98G cells, similarly to that observed in TMZ treated cells, while the
combination (APE1l silencing and drug treatment) led to an additive effect. For
U87MG, the treatment combination was effective in reducing the proportion of
invasive cells, in spite of an absence of any effect produced by each isolated
condition tested. Regarding to the expression profile of target genes of TFs regulated
by the APEL1 redox activity, it was observed that COX2 and VEGF genes, targets of
FTs NFkB and HIF-1a, were down-regulated in T98G while VEGF gene showed
induced in U87MG cells; however, such alterations in the transcriptional expression
pattern were observed only in response to TMZ treatment, independently of APE1
gene silencing, indicating no change in the APE1 redox activity, possibly due to the
presence of APE1 remaining proteins inside cells. In addition, NFkBp65©°°®% protein
expression was increased in both cell lines (silenced and treated with TMZ), probably



due to the reduced cell proliferation rates. In general, the present results show that
the strategy of APE1 gene knockdown was potentially viable, supporting the BER
contribution of the mechanism of TMZ resistance, since under the conditions tested,
there was a sensitization of GBM cells. However, this effect was restricted to the
resistant cell line (T98G cells). Thus, it should be considered the genetic
characteristics of each GBM cell line, since these are crucial to the cellular responses
to the conditions tested in the present work.

Keywords : APE1/REF-1 gene, glioblastoma, temozolomide, siRNA, base excision
repair, DNA damage responses.
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1. INTRODUCAO

1.1. Tumores do Sistema Nervoso Central (SNC)

Segundo a classificacdo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) atualizada
em 2007 (Dresemann, 2010), os tumores primarios do sistema nervoso central
(SNC) estdo entre as neoplasias mais dificeis de serem tratadas, sendo
responsaveis por aproximadamente 2% dos casos de morte por cancer em homens
e 1,4% em mulheres, representando a terceira causa mais comum de o6bito devido
ao cancer na faixa etaria de 15 a 34 anos (Osborne et al.,, 2001). Nos Estados
Unidos, a estimativa para 2013 é de 23.130 casos novos, entre 0s quais serao
esperados aproximadamente 14.080 casos de 6bitos (National Cancer Institute).

Os tumores cerebrais podem ser classificados em gliomas, tumores neurais,
neoplasias mal-diferenciadas e meningiomas (Reifenberger e Collins, 2004,
Santarius et al.,, 1997). A OMS classifica os gliomas em grau | (astrocitomas
pilociticos), grau Il (oligodendroglioma e oligoastrocitoma), grau Ill (astrocitoma
anaplasico, oligodendroglioma anaplasico e oligoastrocitoma anaplasico) e grau IV
(glioblastoma - GBM). Ambos os gliomas de graus Il e IV sdo designados como
gliomas de alto grau ou malignos; entre os gliomas, o GBM é considerado o subtipo
mais frequente e maligno (Ohgaki e Kheihues, 2005a; Louis et al., 2007).

Tumores de grau | sdo caracterizados por apresentarem baixos indices de
proliferacdo celular, com a possibilidade de cura apo0s ressec¢ao cirargica. As
neoplasias de grau Il mostram atividade mitGtica baixa, entretanto, existe a
probabilidade de recorréncia. Os tumores de grau lll apresentam histologia
anaplasica, comumente com elevacdo da atividade mitética, aumento de
celularidade e pleomorfismo nuclear. Finalmente, a classificacdo grau IV € atribuida
a neoplasias malignas com alta atividade mitGtica, propensas a necrose e
associadas a uma rapida evolucao clinica (Reifenberger et al., 2006; Kleihues et al.,
2007).
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1.2. Gliblastoma, caracteriticas e tratamentos

O GBM responde por 69% de todos os tumores malignos primarios do SNC e
apresenta uma incidéncia de 4-5 a cada 100.000 habitantes por ano nos paises
industrializados da Europa, bem como nos EUA (Dresemann, 2010). A maioria dos
pacientes diagnosticados com esse tumor apresenta uma media de sobrevivéncia de
14,6 meses a partir do diagndstico (Ohka et al., 2012); porém, apena 5% sobrevivem
por mais de 5 anos, apesar das terapias agressivas (Mrugala, 2013), sendo a idade
avancada o indicador mais significativo de mau progndstico (Ohgaki e Kheihues,
2005b).

Tumores do tipo GBM apresentam grande capacidade de infiltrar e invadir o
tecido cerebral normal circunjacente, além de uma propenséo para a disseminacao
cranioespinhal, compreendendo tumores bastante agressivos com crescimento
rapido e curso clinico bastante curto (Louis et al., 2007; Ohgaki e Kheihues, 2005b).
A falta de delimitacdo anatdmica bem como a heterogenidade celular e genética
caracteristica do GBM torna os pacientes dificeis de serem tratados (Kleihues e
Ohgaki, 2000; Louis et al., 2007; Ohgaki e Kleihues, 2007; Kesari et al., 2011).

A maioria dos GBMs sao diagnosticados sem a evidéncia de um tumor de
precursor de menor grau, sendo denominados como GBM primério (GBM de novo),
acometendo em sua grande maioria pacientes mais idosos. Entretanto, o GBM
secundario surge pela progressao de um astrocitoma de baixo grau ou astrocitoma
anaplasico, ocorrendo em pacientes mais jovens. Ambos os subtipos podem se
originar a partir do acumulo de diferentes alteracfes genéticas (Kleihues e Ohgaki,
2000; Ohgaki, 2005; Tso et al., 2006; Ohgaki e Kleihues, 2007; Kesari, 2011). Sabe-
se que os GBMs apresentam uma alta heterogeneidade em termos patoldgicos e
genéticos que pode, muitas vezes, comprometer o seu diagndstico (Welsh, 2010;
Bai et al., 2011).

Os GBM primarios compartilham algumas anormalidades genéticas similares
ao GBM secundario, tais como a perda de PTEN (tumor-suppressor Phosphatase
and Tensin homolog), delecdo ou mutacdo de pl6INK4a (Inhibitor of cyclin-
dependent kinase 4A), e amplificacdo de HDM2 (Human Double Minute 2) ou CDK4
(Cyclin-dependent Kinase 4) (Sathornsumetee et al., 2007). No entanto, as

frequéncias de algumas alteragcbes genéticas distinguem o tipo primario ou
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secundéario. Por exemplo, analises moleculares em GBM primario indicaram
alteracdes que incluem LOH (Loss of Heterozigosity - perda de heterozigosidade) do
cromossomo 10qg (70%), mutagbes no gene TP53 (28%), delecdo de P16INK4
(31%), mutagcbes no gene PTEN (25%), assim como a predominancia da
amplificacdo do gene EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor; 36%), geralmente
nao detectada nos GBM secundarios. Ja a mutacdo no gene TP53 (em torno de
65%) é uma alteracdo genética precoce e frequente nos GBM secundarios, bem
como a LOH do cromossomo 10qg (63%), entre outras (Ohgaki e Kleihues, 2007,
Noda et al., 2009).

Durante a ultima década foi explorada uma enorme variedade de tratamentos
para 0 GBM, mas com sucesso limitado. Os principais desafios na terapia do GBM
estdo associados com a localizagdo do tumor e sua biologia complexa e
heterogénea (Kesari, 2011). Os quimioterapicos mais comumente empregados
incluiam o agente cloroetilante BCNU3 (carmustine) e CCNU1 (lomustine), assim
como o0s agentes metilantes procarbazina e temozolomida (TMZ), utilizados
sozinhos ou em regimes de combinacdo (Prados e Russo, 1998; Prados, 2001). No
entanto, a completa resseccdo cirlrgica associada a tratamentos adjuvantes
(quimio- e radioterapia) tem mostrado melhora de apenas alguns meses na
sobrevida dos pacientes (Ahmadloo et al., 2013). Recentemente o tratamento
padrdo para os pacientes recém-diagnosticados inclui resseccéo cirargica do tumor
seguido por seis semanas de radioterapia, com terapia sisttmica concomitante ao
agente alquilante (TMZ), o qual é mantido como terapia adjuvante pelo periodo
minimo de seis meses (Mrugala, 2013).

Entre 1990 e 2000, a TMZ, um agente alquilante de moderada toxicidade
administrado oralmente e capaz de passar integralmente pela barreira
hematoencefalica, foi considerada a droga mais promissora para 0s pacientes com
GBM (Dresemann, 2010). A TMZ atua como um pré-farmaco, estavel em pH &cido,
uma propriedade que permite a sua administracdo oral (Newlands et al., 1992) com
uma meia vida no plasma de 1,8 horas em pH 7,4 (Tsang et al., 1990). Em pH
fisiologico, a TMZ é rapidamente absorvida e sofre hidrolise espontdnea para formar
monometil triazeno 5-(3-metiltriazeno-1-il)-imidazol-4-carboxamida (MTIC), o qual em
seguida, reage com agua para liberar o 5-aminoimidazol-4-carboxamida (AIC) e o
cation metildiazonium altamente reativo. Este adiciona um grupo metil no DNA nas

posicdes N’ e O° da guanina e N® da adenina, em uma frequéncia de 80%, 5% e
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15%, respectivamente (Newlands et al., 1997; Mutter e Stupp, 2006; Zhang et al.,
2012).

A metilacdo do DNA parece ser o principal mecanismo responsavel pela
citotoxicidade da TMZ em células malignas. Dentre as N-metilpurinas, a N’-
metilguanina (N7-metil-G) ndo altera a estrutura dupla do DNA, néo interfere na
duplicacdo e n&o contribui substancialmente para a citotoxicidade da droga. Em
contrapartida, N3-metiladenina (N3-metil-A) é uma lesdo geralmente considerada
altamente citotoxica, devido a sua capacidade de bloguear a duplicacdo do DNA
apos sua interacdo com as DNA polimerases. Essas lesdes induzem trocas entre
cromatides irmas (SCE - Sister Chromatid Exchanges), quebras e gaps
cromossOmicos, bloqueio na fase S do ciclo celular, além de apoptose (Engelward et
al., 1998; Fronza e Gold, 2004). Embora a maioria das lesdes formadas seja na
posicdo N7-metil-G, a 0°-metilguanina (O6-metil-G) é a principal responsavel pelos
efeitos mutagénicos e toxicos provocados por agentes alquilantes (Beranek, 1990).

A alquilacdo O6-metil-G € uma importante etapa no aparecimento de
mutacdes, principalmente devido a sua tendéncia em parear com a timina durante a
replicacéo, resultando na conversdo de guanina—citosina (G:C) em adenina—timina
(A:T) pareadas no DNA (Jacinto e Esteller, 2007)

1.3. Mecanismos de reparo envolvido na resisténcia aTMZz

Vérias vias de reparo do DNA promovem a resisténcia de GBM as lesbes de
base induzidas pela TMZ (Yoshimoto et al., 2012). A melhor caracterizada destas &
aguela mediada pela enzima MGMT, uma proteina monomérica de 22 kDa, que atua
apenas restaurando a O6-metil-G em guanina, pela transferéncia do grupo metil
para um residuo interno de cisteina (Silber et al., 2012), sendo aparentemente a
Gnica enzima humana com atividade de reparo do DNA que é capaz de remover
essas lesbes (Mitra, 2007; Kaina et al., 2007; Tubbs et al., 2007).

Dentre as enzimas com atividade de reparo do DNA, a MGMT é a Unica
enzima cujo sitio ativo ndo pode ser reativado, sendo ubiquitinada e
subsequentemente degradada apds remocédo de um grupo alquil. Esse mecanismo

“suicida” acarreta restricdo quanto a remocao das lesdes O6-metil-G no DNA in vivo,
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limitando-se ao numero de moléculas de MGMT presentes na célula e a taxa de
sintese de novo da proteina (Tubbs et al., 2007).

Um aumento da atividade de MGMT foi encontrado em tumores de colon,
pulm&o, mama e ovario (Kaina e Christmann, 2002); em GBM, a porcentagem de
tumores com deficiéncia de MGMT é particularmente elevada (Silber et al., 1998;
Kaina e Christmann, 2002; Silber et al., 2012). Estudos que abordam resisténcia a
terapias correlacionam a expressdo aumentada de MGMT com a auséncia de
resposta dos gliomas ao tratamento com a TMZ, tanto in vitro, quanto in vivo
(Kokkinakis et al., 2001; Ma et al., 2002; Hermisson et al., 2006; Fruehauf et al.,
2006; van Nifterik et al., 2010).

As lesbes 06-metil-G também podem ser reparadas por outro mecanismo de
reparo, sendo que determinantes adicionais importantes relacionados com a
resisténcia a TMZ decorrem do reparo mismatch (MMR - DNA mismatch repair)
(Yoshimoto et al.,, 2012). A funcdo do MMR na resisténcia a agentes alquilantes
ocorre quando O6-metil-G ndo é reparado por MGMT, anteriormente a duplicacéo
do DNA. Por esse mecanismo, as bases mal pareadas sdo reconhecidas pelos
heterodimeros MSH2 (MutS homolog 2) e MSH6 (MutS homolog 6), os quais
recrutam outro complexo heterodimérico, MLH1 (MutL protein homolog 1) e PMS2
(Postmeiotic Segregation Increased 2), desse modo regulando o processo de reparo
(Stojic et al., 2004). Lesbes 06-Metil-G nao reparadas podem parear erroneamente
no momento da duplicacdo do DNA com citosina (C) ou timidina (T). Assim, as O6-
Metil/C ou O6-Metil/T sdo reconhecidas pelo sistema MMR, gerando uma inciséo na
fita recém-sintetizada, o que mantém a lesdo O6-Metil-G intacta. Contudo, uma vez
que outra fita é gerada em oposicdo a O6-metil-G ainda presente, o sitio &
novamente reconhecido pelo sistema MMR e uma nova tentativa de reparo €&
realizada. Essas tentativas fazem com que haja quebras na fita de DNA na préxima
fase de duplicacdo (fase S do ciclo celular), gerando quebras de fita dupla no DNA
(DSB — Double-Strand Breaks) e ainda acionando outras vias de reparo e/ou vias
apoptoticas (Bignami et al., 2000; Kaina e Christmann, 2002). Assim, uma funcéo
normal da via de reparo MMR é pré-requisito para a citotoxicidade induzida pela
lesdo O6-Meti-G, de forma que a sua inativagao foi associada com a tolerancia aos
efeitos citotoxicos induzidos por agentes alquilantes (D’Atri et al., 1998; Kinsella,
2009).
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No entanto, O6-Metil-G ndo é a Unica leséo induzida pela TMZ capaz de
promover citotoxicidade se nao reparada. As lesdes do tipo N7-metil-G, N3-metil-A,
e sitios abasicos compreendem mais de 80% das lesdes induzidas pela TMZ no
DNA (Sobol e Wilson, 2001; Tentori e Graziani, 2002; Tentori e Graziani, 2009), as
guais sao eficientemente removidas do DNA pela via curta do reparo por excisao de
bases (BER - Base Excision Repair), um processo multi-passos e cuidadosamente
coordenado, que substitui nucleotideos contendo a base danificada (Parsons and
Dianov, 2013; Dianov and Hubscher, 2013). No caso da TMZ, a porcentagem de N3-
metil-A gerada é baixa e estas sdo eficientemente reparadas pela via BER antes de
exercer efeitos letais. Entretanto, na auséncia desse mecanismo de reparo, essas
lesGes podem aumentar a citotoxicidade da droga, mesmo em quantidades minimas
(Sobol et al., 1996; Zhang et al., 2012).

Contudo, a resisténcia a TMZ também pode ser causada, em parte, por um
eficiente processo de reparo via BER. Por outro lado, na auséncia desse mecanismo
de reparo, essas lesbes podem aumentar a citotoxicidade da droga, mesmo em
quantidades minimas (Sobol et al., 1996; Zhang et al., 2012). Ainda, existem poucos
estudos na literatura focando essa abordagem em gliomas (Liu e Gerson, 2004;
Montaldi e Sakamoto-Hojo, 2012).

Apesar da citotoxicidade da TMZ, 0s mecanismos que promovem a
sobrevivéncia das células tratadas apresentam um impacto negativo na eficacia do
tratamento (Madhusudan e Hickson 2005). Mesmo considerando que a
guimioterapia adjuvante seja a base de agentes alquilantes (Prados, 2001), cerca de
50% dos pacientes com GBM néo respondem ao tratamento; quando respondem, o
efeito ocorre em curto prazo (Shapiro e Shapiro, 1998; Prados e Russo, 1998;
Avgeropoulos e Batchelor, 1999). Nos ultimos 10 anos, foram publicados mais de
200.000 artigos descrevendo os biomarcadores de resposta ao tratamento com
TMZ. No entanto, poucos deles sdo utilizados rotineiramente na pratica clinica
(McDonald et al.,, 2013), tornando necessaria a investigacdo dos possiveis
mecanismos de resisténcia a agentes alquilantes clinicamente eficazes que possam

viabilizar estratégias capazes de contornar a quimiorresisténcia.
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1.4. APE1/REF-1 como alvo no tratamento do cancer

Uma nova estratégia emergente para aumentar a sensibilizacdo das células
tumorais a agentes antineoplasicos é a inibicdo de proteinas de reparo do DNA
(Belzile et al., 2006; Madhusudan e Midlleton, 2005).

A tecnologia de RNA interferente (RNAI) tem sido utilizada também para
genes de reparo do DNA, visando aumentar a sensibilidade das células cancerosas
a agentes quimioterapicos e radiacbes (Pai et al., 2006; Phalon et al., 2010). Sua
regulacdo envolve mecanismos poés-transcricionais de silenciamento de genes, 0s
quais podem ocorrer por meio de remodelagem da cromatina, inibicdo da traducédo
de proteinas ou degradacao direta do mRNA (Dorsett e Tuschl, 2004; Shankar et al.,
2005). Dessa forma, a compreensdo adquirida a partir desses estudos facilita a
busca sistematica de novos alvos terapéuticos e também a eficacia dos agentes
quimioterapicos existentes, tendo como objetivo especifico silenciar genes
associados a resisténcia a drogas (Pai et al., 2006).

Nesse contexto, existem varios trabalhos na literatura os quais utilizaram a via
de reparo BER como alvo potencial para radio e quimio-sensibilizagdo em varios
tipos de tumores (Fishel et al., 2007; Fishel e Kelley 2007; O'Connor et al., 2007,
Adhikari et al., 2008; Johannessen et al., 2008; Li et al., 2012; Chen et al, 2013).

A proteina codificada pelo gene APE1/REF-1 (Apurinic/Apyrimidinic
endonuclease 1/ Redox factor-1) exerce duas func¢des importantes, a atividade redox
e a de reparo por excisdo de base (BER), as quais sao determinadas em regides
completamente independentes. A regido N-terminal, a qual contém sinais de
localizagéo celular bipartido (NLS - nuclear localization signal), desempenha
principalmente a atividade de co-ativagdo transcricional mediada pela acdo de
reducdo. Ja a regido C-terminal exerce a atividade enzimatica em sitios abéasicos de
DNA, principalmente através dos residuos H309 em seu sitio catalitico
(Xanthoudakis et al., 1994). Ainda € motivo de controvérsia na literatura, a questao
sobre a caracteristica necessaria para acionar a atividade redox de APE1 humano
(hAPE1) (Luo et al., 2010; Kelley et al., 2012). Dos sete residuos de cisteinas (cis)
presentes na hAPEL, cis65 foi identificado como sendo o residuo critico necessario
para a atividade redox, por meio de andlise de substituicdes Unicas de cis para
alanina (Ala) na proteina APE1 (Walker et al., 1993).
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Uma terceira funcdo secundaria, porém pobremente caracterizada, €
representada pela sua atividade de repressao transcricional de regides promotoras
do hormoénio paratireoideano (PTH - Parathyroide Hormone) e do gene APEL1,
através da sua ligacdo a elementos negativos de resposta ao célcio (negative
calcium responsive elements - nCaRE) (Chung et al., 1996; Kuninger et al., 2002).

Recentemente, foi descoberta uma nova e inesperada funcdo para a proteina
APE1 no metabolismo de RNA, a qual € mediada pelos primeiros 33 aminoacidos
terminais (33N-terminal) dessa proteina. Por essa via demonstrou-se que APEL é
capaz de se ligar ao RNA, atuando como um fator de purificacdo de RNA abésico
(Vascotto et al., 2009b; Tell et al., 2010). Outros autores demonstraram que APE1l
pode controlar a expressao do gene c-Myc (v-myc avian myelocytomatosis viral
oncogene homolog) pela clivagem de seu RNA mensageiro (Tell et al., 2010). Essas
evidéncias apontam uma nova funcdo dessa proteina na regulacdo da expressao
génica por meio de mecanismos pos-transcricionais, abrindo novas perspectivas na
compreensao do papel multifuncional de APE1l nas células tumorais (Tell et al.,
2010) (Figura 1).
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Figura 1: Representacdo esquematica da estrutura da proteina APE1 em humanos e suas
principais funcdes: participa¢do na via de reparo BER; atividade de represséao transcricional
através da sua ligacdo a elementos negativos de resposta ao calcio (n-CARE); regulacado de
fatores de transcricdo redox-dependente e independente; participacdo no metabolismo de
RNA (Adaptado de Tell et al., 2010).

Na via BER, a proteina APE1 é responséavel pelo reparo de danos oxidativos
e de alquilacdo, protegendo as células contra os efeitos toxicos de agentes
endodgenos e exogenos, incluindo os agentes quimioterapicos (Fleck e Nielsen,
2004; Demple e Harrison, 1994; Evans et al., 2000). Essa via foi primeiramente
descrita em E. coli (Friedberg et al., 2006) e estudos subsequentes mostraram que
esse mecanismo é bem conservado em eucariotos, incluindo os mamiferos (Hegde
et al., 2008), capaz de processar cerca de 10* eventos de lesdes de bases que
podem ocorrer por célula, por dia (Lindahl, 1993; Nakamura et al., 1998; Lindahl e
Barnes, 2000) (Figura 2).
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Figura 2. O papel de APEL1/REF-1 no reparo via BER. Danos oxidativos e de alquilacdo no
DNA podem ser reparados pela via curta (esquerda) ou via londa (direita) do BER (Adaptado
de Parsons e Dianov, 2013).

Como ja mencionado, as lesdes N7-metil-G e N3-metil-A geradas apos a
exposicao a agentes alquilantes (como a TMZ) séo processados via BER. Por esta
via, as bases danificadas sdo removidas através da hidrolise da ligacao N-glicosidica
por uma DNA glicosilase especifica que pode ser bi-funcional, ou seja, além de
remover a base pela sua atividade de liase 3"AP, também remove o acucar-fosfato.
Alternativamente, a base pode ser removida por uma DNA glicosilase monofuncional
e 0 acucar-fosfato pode sofrer remocdo por uma enzima endonuclease AP
(endonuclease apurinica/apirimidinica), como a APE1. Essa acdo gera um sitio AP
no DNA, o qual pode bloquear as DNA polimerases replicativas (Yu et al., 2003),
acarretando efeito citotoxico e mutagénico.

A clivagem do sitio AP por APE1 ocorre pela hidrolise da ligacéo fosfodiéster
na posicao 5’ adjacente ao sitio AP, formando uma quebra na fita de DNA com uma
extremidade 3'OH e outra extremidade 5’dRP (5’ desoxirribose fosfato) (Doetsch e

Cunningham, 1990). Se o reparo comecar pela acdo de uma DNA glicosilase
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bifuncional, serdo produzidos dois tipos de extremidades: uma extremidade 5'P (5'-
fosfato), a qual é substrato para a DNA polimerase B (POL B), e uma extremidade
3'’PUA (aldeido fosfo-insaturado) ou 3'P (3’ fosfato), as quais ndo sao substratos
para a POL B (Hegde et al., 2008).

A remocédo da base danificada levando a substituicdo de um nucleotideo faz
parte da via curta de BER (short-patch BER: SP-BER) (Kubota et al., 1996). No
entanto, um reparo de cerca de 2 a 10 nucleotideos tem sido designado como via
longa de reparo (Long-patch BER: LP-BER). A decisdo por uma ou outra sub-via
depende de vérios fatores, tais como a natureza da lesao, tipo da DNA glicosilase
que remove a base danificada, cinética de competicdo entre as enzimas, bem como
o nivel de expressdo de diferentes proteinas de BER (Sung e Mosbaugh, 2001;
2003; Ranalli et al., 2002; Greenberg et al., 2004; Sukhanova et al., 2005; Bennett et
al., 2001).

Os nucleotideos substituidos por ambas as vias sdo polimerizados pela agéo
da POL B no reparo pela SP-BER ou pela POL B, & ou € no reparo pela LP-BER
(Dogliotti et al., 2001). Participantes adicionais no reparo pela LP-BER sédo RFC
(Replication Factor C), PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen), FEN1 (Flap
Endonuclease-1) e PARP (Poly (ADP-Ribose) Polymerase). Foi relatado que a
PARP-1 se liga as quebras de fita simples (Single-strand breaks - SSBs), havendo
evidéncia de que essa ligacdo protege contra a conversdo de SSBs a DSBs, assim
preservando o substrato para BER (Woodhouse et al., 2008). PARP €& ainda
necessaria para estimular a sintese e liberacao da fita, facilitando o reparo de longos
trechos de DNA (Prasad et al.,, 2001). O caminho final de ligacdo é operado pelo
complexo XRCC1 (X-Ray Repair Cross Complementing 1)/DNA Ligase Il (LIG 3) ou
DNA Ligase | (LIG 1), nas vias curta e longa, respectivamente (Dogliotti et al., 2001;
Almeida e Sobol, 2007; Baute e Depicker, 2008; Dianov e Hibscher, 2013; Parsons
e Dianov, 2013).

Em células de mamiferos, a proteina APE1 possui uma forte atividade
endonucleasica AP, apresentando uma eficiéncia de incisdo de sitios abéasicos de
aproximadamente 95% (Tell et al., 2009; Abbotts e Madhusudan, 2010), podendo
contribuir para a resisténcia a agentes alquilantes utilizados no tratamento de alguns
canceres, tais como os gliomas (Silber et al., 2002; Bobola et al., 2001; 2004; 2012).
Além disso, foi observada a inviabilidade de camundongos knockout e de células

deficientes para APE1l, reforcando a importadncia dessa proteina para a
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sobrevivéncia celular (Xanthoudakis et al.,, 1996). Da mesma forma, bactérias e
leveduras mutantes, que sao geneticamente deficientes para a atividade de APE1,
sdo hipersensiveis a morte induzida por agentes alquilantes (Demple e Harrison,
1994; Memisoglu e Samson, 2000).

Assim, como a atividade de APEL1 é essencial para a sobrevivéncia celular, é
razoavel a suposicdo de que uma estratégia de inibicdo da atividade de APE1 seja
bastante promissora no sentido de sensibilizar células tumorais a quimio- e/ou
radioterapias. Como estratégia de inibicdo indireta de APE1 pelo bloqueio de sitios
AP e, consequentemente, da via de reparo BER, alguns trabalhos tém usado uma
pequena molécula derivada do alkoxiamino, a metoxiamina (MX) (Talpaert-Borle e
Liuzzi, 1983; Liuzzi e Talpaert-Borle, 1985) que tem mostrado resultados
interessantes promovendo o aumento da citotoxicidade de agentes metilantes, tais
como a TMZ, e assim anulando a resisténcia as drogas (Liu et al., 1999; Taverna et
al., 2001; Liu et al., 2002; Rinne et al., 2004; Fishel et al., 2007; Montaldi e
Sakamoto-Hojo, 2012). Recentemente, estudos in vitro e in vivo em células de GBM
e melanoma também mostraram outras moléculas capazes de inibir a atividade da
endonuclease de APE1 (Bapar et al., 2010; Mohammed et al., 2011).

Além da abordagem de inibicdo da via BER em gliomas, o enfoque
relacionado a funcédo redox de APE1 ainda requer um estudo mais aprofundado. Em
conjunto, essas abordagens poderdo convergir em direcdo a elucidacdo das vias
genéticas relacionadas a resisténcia das células de GBM ao tratamento com
guimioterapicos.

Além da estratégia de inibicdo da atividade endonucleéasica de APE1, também
foi observado que a inibicAo da sua atividade redox esta relacionada com a
diminuicdo da capacidade de ligacéo de fatores de transcricdo (FTs) ao DNA. Sabe-
se que APEL estimula a atividade de ligacdo ao DNA de uma variedade de FTs que
estdo envolvidos na promogao e progressao do cancer, tais como AP-1 (FOS/JUN),
NFkB, HIF-1a, CREB, HLF, TP53, e outros. APE1 atua na reducdo desses FTs,
mantendo-os em um estado reduzido ativo (Evans et al.,, 2000; Tell et al., 2005)
(Figura 3). Por exemplo, foi mostrado que a inibicdo da atividade redox de APEL1l
afetou a ligacdo de NFkB (Factor Nuclear kappa B) ao DNA, aumentando a resposta
das células tumorais a agentes quimioterapicos, como a gemcitabina (Evans et al.,
2000; Raffoul et al., 2007; Arlt et al., 2003), reduzindo drasticamente o crescimento

celular in vitro e in vivo (Duffey et al., 1999). Dessa forma, através da inibicdo da
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atividade redox de APEL, estes FTs seriam incapazes de se ligar ao DNA impedindo
a sinalizacdo de angiogénese do tumor e o crescimento descontrolado (Fishel e
Kelley, 2007).

O ativo FT NFkB, envolvido na progressao do tumor forma um complexo
heterodimérico composto pelas subunidades p65 e p50 e a proteina APE1 atua
justamente impedindo a ligagdo de p50 ao DNA (Nakamura et al., 1997; Shimizu et
al.,, 2000). Em células ndo estimuladas, o complexo heterodimérico NFkB é
sequestrado no citoplasma por uma variedade de proteinas inibitérias da familia IkB
(Inhibitor of kappaB), incluindo IkBa (Beg e Baldwin, 1993; Barnes et al., 1997).
Esses inibidores mascaram o dominio de localizacdo nuclear de NFkB e inibem a
sua atividade de ligacdo ao DNA. Em resposta a uma grande variedade de
estimulos, o inibidor de IkB é rapidamente fosforilado, ubiquitinado e degradado, o
que permite a translocacdo nuclear de NFkB, sua ligacdo a sitios promotores de
multiplos genes alvos (Karin, 1999; Pahl, 1999), os quais estdo envolvidos em uma
variedade de processos, incluindo a proliferacdo e sobrevivéncia celular (Baldwin,
2001).

Outro passo da ativagcdo de NFkB independente da fosforilagdo de IkBs,
entretanto, depende de uma atividade induzivel de fosforilacdo e de transativacao da
subunidade p65, 0s quais ocorrem no citoplasma ou no ndcleo. Existem pelo menos
trés residuos (ser276, ser529 e ser536) em p65 que sofrem fosforilacdo por
guinases, como por exemplo, a proteina quinase A (PKA — Protein Kinase A) (Zhong
et al., 1997) e MSK1 (Mitogen- and Stress-activated protein Kinase 1), que fosforilam
a ser276, CKII (Casein Kinase II) (Kato et al., 2003) que promove a fosforilacdo na
ser529 e IKK (IkB kinase) (Ghosh e Karin, 2002) e RSK-1 (Ribosomal protein S6
kinase 1) (Bohuslav et al., 2004) que fosforilam a serina 536; todas aumentam o

potencial de transativacéo de p65.
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Figura 3: Figura mostrando como APE1 converte fatores de transcrigdo (FT), de um estado
oxidado inativo para um reduzido ativo, podendo assim se ligar a regides regulatérias de
genes alvos (Adaptado Fishel e Kelley, 2007).

Em GBM, a expressao constitutiva de NFkB se associa com o aumento do
crescimento, progressao do ciclo celular e quimiorresisténcia (Wang et al., 1999;
Ansari et al., 2001, Nagai et al., 2002; Bian et al., 2002; Raychaudhuri et al., 2007),
desempenhando um papel importante na regulacdo de genes envolvidos na adeséao
celular, migracdo e invasao (Higgins et al., 1993; Huang et al., 2000). A migracao de
células tumorais desempenha um papel principal na malignidade do tumor,
particularmente de tumores cerebrais. O fato de as células de glioma migrarem
rapidamente contribui grandemente para letalidade do GBM, tornando frustrantes as
estratégias terapéuticas baseadas na resseccao (Giese et al., 2003). Ha relatos na
literatura mostrando que NFkB também desempenha um papel fundamental na
protecdo das células contra indutores de apoptose, incluindo drogas
quimioterapicas, possivelmente através da ativacdo de genes antiapoptoticos
(Barkett e Gilmore, 1999). Assim, devido ao seu papel na oncogénese, a regulacao
de NFkB torna-se um alvo importante na terapia do cancer.
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Além de afetar a via NFkB, outro alvo downstream de APE1l é o HIF-la
(Hypoxia-inducible factor-1a), um FT expresso durante a angiogénese. Este € um
heterodimero formado pela associacdo das subunidades a e B (HIF-1a e HIF-1B)
(Wang e Semenza, 1995; Duffy et al., 2003). Estudos anteriores demonstraram que
a superexpressao de HIF-1 em espécimes cirdrgicas esta positivamente relacionada
com a agressividade do tumor e com progndstico ruim em neoplasias humanas
(Vaupel et al., 2001; Unruh et al., 2003). A analise imunohistoquimica mostrou que a
proteina HIF-1a é superexpressa em Varios tumores humanos (célon, mama,
estbmago, pulmao, pele, ovario, préostata, renal e carcinomas pancreaticos) quando
comparado com tecidos normais, sendo também mais pronunciada em lesdes pré-
malignas do que em lesbes benignas (Zhong et al., 1999). Esses resultados
enfatizam que HIF-1a desempenha um papel importante no crescimento do tumor e
na progressao a metastase. Sua atuacdo como um potente ativador da angiogénese
ocorre pela estimulacao da producao de VEGF (Vascular endothelial growth factor) e
de muitos outros fatores que iniciam a proliferacdo das células endoteliais, invasao e
migracao (Kaur et al., 2005). Assim, HIF-1a é uma subunidade induzivel do fator de
transcricdo heterodimérico HIF-1 que inicia um papel chave na adaptacéo
patofisiologica das células do tumor (Semenza, 2000).

Em gliomas, a expressao de HIF-1a foi significativamente induzida nas células
invasivas dos GBM, estando correlacionada com o grau do glioma e densidade dos
vasos, enfatizando o papel deste na progressao do tumor e na angiogénese, além
de ser associado a falha do tratamento e aumento da mortalidade (Zagzag et al.,
2000; Sgndergaard et al.,, 2002; Reszec et al, 2013). Desta forma, a
superexpressdo de HIF-1a pode representar um evento precoce na carcinogénese,
sugerindo seu potencial como biomarcador de lesbes pré-cancerosas (Duffy et al.,
2003), o que o torna um alvo promissor para a terapia anticancer (Post, 2004; Tan et
al., 2005). A regulacéo de genes envolvidos na progressao do tumor, angiogénese e
vasodilatacao por HIF-1a sugerem que a inibicdo da ligacédo destes ao DNA pode ter
um potencial clinico (Powis e Kirkpatrick, 2004).

Assim, a hipotese do presente trabalho se baseia nas informacdes
mencionadas sobre a importancia da via de reparo BER como um fator que contribui
substancialmente para a resisténcia das células de GBM a quimioterapia baseada
em agentes alquilantes, tal qual a TMZ, de forma que a proteina APE1, envolvida
nessa via de reparo, bem como em processos de ativacdo redox de fatores de
transcricdo, pode contribuir para a resisténcia a TMZ, representando um alvo
molecular promissor para intervencéao terapéutica.
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2. OBJETIVOS

Avaliar as respostas de duas diferentes linhagens de GBM as condi¢cGes de
inibicdo da transcricdo do gene APE1 (por meio do método de siRNA para esse
gene) combinada ou nao ao tratamento com a droga TMZ, visando a sensibilizagéo
das células de GBM. Para tanto, foi proposto analisar uma série de parametros, tais
como: capacidade proliferativa e sobrevivéncia clonogénica, danos no DNA,
alteragbes na cinética do ciclo celular, invasédo celular, avaliacdo de morte por
apoptose e autofagia. Adicionalmente, avaliar a expressao transcricional de genes
alvos dos fatores de transcricdo regulados por APE1, bem como proteica de vias

diversas.

2.1 Objetivos especificos

1) Estudar os efeitos da inibicdo da transcricdo do gene APE1 sobre a proliferacao

celular e a sobrevivéncia clonogénica de células GBM (linhagens U87MG e T98G)
submetidas ao tratamento com a droga TMZ;

2) Avaliar a ocorréncia de inducdo de danos no DNA (ensaio cometa) e alteracdes na

cinética do ciclo celular, nas linhagens de GBM (U87MG e T98G) transfectadas com

SsiRNA do gene APE1 e submetidas ao tratamento com a droga TMZ;

3) Analisar a inducdo de morte apoptotica e autofagica em resposta ao silenciamento

do gene APEl nas células GBM (linhagens U87MG e T98G) submetidas ao
tratamento com a droga TMZ;

4) Avaliar a influéncia da inibicdo da transcricdo do gene APE1 na capacidade de

invasdo das células de GBM (U87MG e T98G) quando submetidas ao tratamento
com a droga TMZ;
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5) Avaliar a expressao dos genes COX2 e VEGF, regulados pelos FTs NFkB e HIF-1aq,
respectivamente, em células de GBM (U87MG e T98G) transfectadas com siRNA do
gene APE1 e tratadas com TMZ;

6) Analisar a expressdo de proteinas envolvidas na sinalizacdo de danos no DNA
(yH2AX), via de morte celular (caspase-3), bem como proteinas da via de
sinalizacdo de NFkB (p65°°°%*%) e HIF-1a nas células de GBM (US7MG e T98G)
transfectadas com siRNA do gene APEL1 e tratadas com TMZ.



Material e Métodos
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Linhagens Celulares

Foram utilizadas as linhagens celulares T98G e U87MG adquiridas da
American Type Culture Collection (ATCC). A linhagem T98G apresenta mutacoes
nos genes CDKN2A, PTEN e difere da UB7MG quanto a proficiéncia do gene TP53
(T98G deficiente e U887MG proficiente) (Ishii et al., 1999). No entanto, ao contrario
da linhagem U87MG, a linhagem T98G apresenta elevada atividade da enzima de
reparo MGMT (Hermisson et al., 2006).

3.2. Cultivo Celular

As células previamente congeladas em nitrogénio liquido foram cultivadas em
monocamada, em meio HAM-F10 + DEMEM (Sigma Aldrich) suplementado com
10% de soro bovino fetal (SBF — Cultilab), mantidas em estufa a 37 °C e 5% de CO,
até atingirem o estado de semiconfluéncia, sendo posteriormente subcultivadas e

preparadas para 0s experimentos.

3.3. Ensaio de inibicdo da expressdo génica por RNA  de interferéncia (SIRNA).

As células foram semeadas em frasco de cultivo de 25 cm? (1 x 10° células
em 3 mL de meio de cultura), suplementado com 10% de SBF. Em seguida, as
células foram incubadas até atingirem 60-80% de confluéncia (periodo de 24 h).

Para proceder ao silenciamento do gene APEL1 foi utilizado o oligdmero APE1
SiIRNA (sc-29470 - Santa Cruz Biotechnology) que apresenta trés sequéncias de 20-
25 nucleotidios para o mesmo gene. O oligbmero foi transfectado nas linhagens

utilizando a Lipofectamina 2000 (Invitrogen). Inicialmente, o oligbmero foi
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centrifugado e ressuspendido em 4gua livre de nuclease a uma concentracédo de 50
MM. Para a transfeccdo, 15 pL de Lipofectamina foram diluidos em 200 uL do meio
Opti-MEM (Invitrogen), pré-aquecido a 37 °C e incubado por cinco minutos a
temperatura ambiente. A seguir, o oligbmero (concentracédo final de 40 e 80 uM
quando adicionado as ceélulas) foi diluido em 200 pL do meio Opti-MEM. Apds a
incubacdo da Lipofectamina diluida, essa foi combinada com o oligdmero diluido,
sendo incubados por 20 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, o complexo
oligbmero-Lipofectamina foi adicionado a 2,6 mL de meio de cultura sem
antibiéticos, produzindo um volume final de 3 mL. A transfec¢cdo ocorreu por um
periodo de seis horas, quando as células foram lavadas e um novo meio foi
adicionado. ApoGs esse periodo, as células transfectadas foram incubadas por 24 a

96 horas a 37 °C. A eficiéncia da transfecg&o foi monitorada por Western blot.

3.4. Tratamento com Temozolomida

O principio foi extraido do medicamento Temodal® (Schering Plough). O
conteudo da capsula foi diluido em agua deionizada, agitada a 37 °C por 30 minutos
e em segquida, filtrada em filtro com poro de 0,45 p (Merck Millipore) e estocado a -
80°C. As células das linhagens T98G e U87MG foram tratadas com 600 e 10 uM de
TMZ, respectivamente, apos 48 h da transfeccdo com o siRNA, no qual ocorreu uma
reducdo semelhante na expressdo do gene APEl para as duas linhagens. A
concentracao utilizada foi baseada nos I1Cs (concentracao inibitoria de 50%) da TMZ
observado para cada linhagem. As linhagens foram mantidas em cultura com a
droga por um periodo de 24 h, sendo posteriormente lavadas em PBS e
subsequente incubacédo por tempos diferentes, dependendo do tipo de experimento
ou andlise. Como a TMZ foi adicionada apos 48 h da transfeccdo, e essa se
manteve por 24 h, os tempos de andlise de 24, 48 e 72 h apO0s tratamento, se

referem aos tempos de 96, 120 e 144 h apds a transfeccao.
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3.5. Experimentos para avaliagao da expresséo génic  a transcricional

3.5.1. Extracdo de RNA total e sintese dos cDNAs

Nos experimentos de analise de expressao génica, o RNA foi extraido com o
Kit illustra™ RNAspin Mini Isolation (GE Healthcare), conforme instrugdo do
fabricante. Em seguida, a integridade dos RNAs foi verificada através de uma
eletroforese em gel de agarose com formaldeido.

ApoOs a confirmacédo da integridade do RNA total extraido foi realizada a etapa
de transcricdo reversa para a sintese do cDNA. Para tanto, cada amostra foi
submetida a uma reacdo com DNase segundo a seguinte propor¢cdo para uma
reacao com o volume final de 10 uL: 1 pL de DNase Reaction Buffer 10X (Invitrogen)
(concentracao final de 1x), 1 pL de DNase | Ampgrade 1U/pL (Invitrogen), 1ug de
RNA total e agua DEPC para completar. Os tubos foram deixados por 15 minutos a
temperatura ambiente com posterior adicdo de 1 puL de EDTA (25 mM) por 10
minutos a 65 °C. ApOs esse periodo, foi adicionado 1 pL de oligoDT primer (250
ng/pL) (Invitrogen) ao RNA submetido a reacdo com DNase e as amostras foram
incubadas a 70 °C por 10 minutos. Em seguida, os tubos foram colocados
imediatamente no gelo para a distribuicAo da mistura para a transcricdo reversa
utilizando 4 pL de First strand buffer (Invitrogen), 2 uL de DTT 0,1M (Invitrogen), 1
puL da mistura de dNTPs 10 mM e 1 uL de Superscript Il (Invitrogen).
Posteriormente, os tubos foram mantidos a 50 °C por 50 minutos e incubados a 70
°C por 15 minutos. O produto da reacéo foi estocado a -20 °C até o momento de ser
utilizado para os ensaios de PCR em tempo real.

Para a confirmacao da reacdo de transcricdo reversa, realizou-se uma PCR
convencional utilizando iniciadores para o gene endégeno B2M em um volume final
de reacao de 25 pL contendo: 10X PCR Buffer (concentracéo final 1X), 1,0 uL de
MgCl, a 50 mM, 0,5 puL de solugcdo de dNTP a 10 mM (concentragéo final de 0,5
mM), 0,5 uL de cada iniciador forward e reverse a 10 uM (concentracao final de 0,5
uM), 1U de Tag DNA polimerase (Invitrogen) e 0,75 pL de cDNA. O programa para
amplificagdo do gene B2M compreendeu uma etapa de desnaturacao inicial de cinco

minutos a 94 °C, uma etapa de dois minutos a 60 °C e 35 ciclos de desnaturacdo a
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94 °C por um minuto anelamento a 60 °C por um minuto e extensao a 72 °C por um
minuto Os produtos da amplificagdo foram visualizados em gel de agarose a 2%
corado com Gel Red 20X (Invitrogen).

3.5.2. Avaliacéo da expressao génica por gJ°PCR em Te mpo Real

Para determinar a quantidade inicial do numero de cépias do gene APE1 foi
utilizado o aparelho 7500 Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems), com as
reacOes preparadas utilizando-se o kit SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems). As reacdes foram realizadas para um volume final de 15 pL. Para este
volume, o mix foi preparado de acordo com as seguintes proporc¢des: 7,5 pL de PCR
Master Mix (SYBR Green — Applied Biosystems), 0,75 pL do inidiador Forward
(solucao estoque de 10 pM), 0,75 pL do iniciador Reverse (solugcédo estoque de 10
KUM), 5,4 puL de agua livre de RNAse e 0,6 pL do cDNA. As amostras foram aplicadas
em placas de 96 pocos (Applied Biosystems), onde foram adicionadas a mistura da
reacdo e posteriormente as amostras de cDNA. Apds a montagem das reagfes de
PCR, as placas foram seladas. Foram feitas a incubacé&o e a ciclagem, utilizando-se
0 seguinte programa: incubacao (2 minutos a 50 °C), ativa¢do da Taq (15 minutos a
95 °C) e 40 ciclos de denaturacéo (15 segundos a 95 °C), anelamento (30 segundos
a 56 °C) e extensdo (30 segundos a 72 °C). Apds esse programa, foi realizada a
curva de dissociacdo/fusdo. Para essa reacdo foram utilizados iniciadores para o
gene APEl1 (Foward G5-ATATTGCTTCGGTGGGTGAC-3' e Reverse 5'-
GCTCTGTCCTGAGCTCATCC-3). As amostras de RNA provenientes de dois
experimentos foram utilizadas para determinar a quantidade inicial do niamero de
cOpias do gene de interesse, utilizando-se o método de curva-padréo relativa para
cada gene. Para determinar os niveis de expressao relativa, utilizou-se o método de
CT comparativo, ou 2**°T (Livak e Schmittgen, 2001).

Para a quantificacdo da expressdo génica dos genes VEGF e COX2 foi
utilizado o aparelho StepOnePlus Real Time System (Applied Biosystems), com as
reacoes preparadas utilizando-se TagMan® Universal Master Mix (Applied
Biosystems). Duas amostras de RNA provenientes de experimentos independentes

foram utilizadas para cada um dos pontos e as reacoes realizadas em triplicata. O
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preparo e armazenamento das solugdes foram feitas de acordo com o fabricante,
exceto o volume final da reacdo otimizado para 10 pL. Para tal foram também
utilizados primers/sondas TagMan® (Applied Biosystems) inventoriados para 0s
genes VEGF (Hs00900055 ml) e COX2 (Hs00153133 _m1l), além dos endbgenos
HPRT1 (Hs02800695 m1) e TBP (Hs00427620_m1). O mix foi preparado de acordo
com as seguintes proporcoes: 2 uL de agua livre de RNAse, 5 yL de 2X TagMan
Universal Master Mix (Applied Biosystems), 0,5 yL de 20X TagMan Gene Expression
Assay (sonda/primers - Applied Biosystems) e 2,5 yL do cDNA (diluido 1:4). As
condicbes da PCR foram 95 °C por 10 minutos para ativar a Taq polimerase,
seguido por 40 ciclos de anelamento e extensao a 95 °C por 15 segundos e 60 °C
por 60 segundos. O método de quantificacéo relativa 2**“" foi utilizado para calcular
a expressao de cada gene, através do programa StepOne Software v2.2 (Applied

Biosystems).

3.6. Experimentos para avaliagcdo da expresséao proté ica por Western blotting

3.6.1. Extracao de proteinas com Solugéo de Lise

Para a extracdo de proteinas foi utilizado o reagente ProteoJT™ Mammalian
Cell Lysis Reagent (Fermentas Life Sciences). Brevemente, as ceélulas foram
tripsinizadas e lavadas uma vez com PBS gelado. Posteriormente, foi adicionada a
solucdo de lise gelada (100-200 uL/10° células) com 1% de inibidores de proteases
Halt™ Protease Inhibitor Cocktail Kit (Thermo Scientific). As células foram
ressuspendidas por agitacdo rdpida e permaneceram por 10 minutos no agitador
rotatorio (1200 rpm). Logo apos, as células foram centrifugadas a 18.000 g por 15
minutos a 4 °C e o sobrenadante foi transferido para um tubo novo e estocado a -80
°C. As proteinas foram quantificadas em um espectrofotdmetro, pela comparacéo
com uma curva-padrdo obtida para uma proteina conhecida (por exemplo: soro

albumina bovina) utilizando-se o kit BSA (Pierce).
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3.6.2. Eletroforese de proteinas

O perfil das proteinas foi analisado utilizando-se géis de Bis-Tris com
dimensdes 8 x 8 x 0,1 cm (Invitrogen). As amostras foram preparadas com 30 ug de
proteina. Estas foram desnaturadas a 90 'C por cinco minutos e posteriormente
aplicadas no gel. Os marcadores de peso molecular empregados foram: Magic
Mark™ XP Western Protein Standard e SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Standard,
ambos da Invitrogen. A eletroforese foi realizada 200V por 35 minutos em cuba

(XCell SureLock™ Mini-Cell - Invitrogen) contendo tamp&o SDS (Invitrogen).

3.6.3. Transferéncia eletroforética

ApoOs a eletroforose, as proteinas foram transferidas do gel para membranas
Invitrolon PVDF (Invitrogen) utilizando-se o sistema XCell II™ Blot Module
(Invitrogen). Os componentes da transferéncia foram previamente imersos em
tampéao de transferéncia antes de serem colocados na cuba. A voltagem aplicada foi
de 30V por cerca de cinco horas, sendo que esse tempo poderia variar dependendo
do peso molecular da proteina a ser estudada. Para a confirmacéo da transferéncia
das proteinas, as membranas foram coradas por cinco minutos com o corante
Simply Blue™ Safe Stain (Invitrogen). Posteriormente, as mesmas foram lavadas e

submetidas a imunodeteccao.

3.6.4. Imunodeteccéo e visualizagédo das proteinas

A imunodeteccdo e a visualizagdo das proteinas foram realizadas com o
auxilio do kit Western Breeze Chromogenic (Invitrogen). A membrana foi imersa em
10 mL de solucéo bloqueadora e incubada durante 30 minutos em um agitador
rotatério. Em seguida, a mesma foi enxaguada com 20 mL de agua ultrapura durante

cinco minutos e incubada com 10 mL da solucdo de anticorpo primario por cinco
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horas. ApoOs esse passo, foram realizadas trés lavagens de cinco minutos com 20
mL de solugéo de lavagem para anticorpos. Entdo, a membrana foi incubada em 10
mL da solucdo de anticorpo secundario por 30 minutos, sendo em seguida,
novamente lavadas trés vezes por cinco minutos com solucdo de lavagem para
anticorpos. Posteriormente, foram realizados dois enxagues com 20 mL de agua por
dois minutos. Apds este ultimo, a membrana foi incubada com 5 mL de substrato
cromogénico até o aparecimento de bandas roxas em sua superficie. Finalmente, as
membranas foram lavadas duas vezes em agua ultrapura, sendo posteriormente
secas em papel de filtro. Os anticorpos empregados neste trabalho foram os
seguintes: anti-mouse APE1 (propor¢cdo 1:1000 - Santa Cruz Biotechnology), anti-
rabbit NFkB p65°°™%* (proporcdo 1:1000 - Cell Signaling Technology), anti-mouse
procaspase-3 (propor¢do 1:500 -Santa Cruz Biotechnology), anti-rabbit H2AX®39
(proporcédo 1:500 - Santa Cruz Biotechnology), anti-mouse HIF1-a (proporcao 1:500 -
Santa Cruz Biotechnology), além dos enddgenos anti-rabbit B-Actina (proporcéo
1:2000 - Cell Signaling Technology) ou anti-mouse B-Tubulina (propor¢do 1:1000 -
Santa Cruz Biotechnology), usados como controle para normalizacao.

As membranas foram escaneadas e as bandas foram quantificadas utilizando
o programa Gel Pro Analizer 4 (Media Cybernetic), sendo os valores relativos a
quantificacdo das bandas normalizados em relacdo as proteinas enddégenas para a

proteina APEL. As outras proteinas estudadas foram somente escaneadas.

3.7. Ensaio de Imunofluorescéncia

Foram semeadas 2 x 10* células transfectadas com o siRNA do gene APE1
sobre laminula e, ap6s o tratamento de duas h com a TMZ, as células foram fixadas
(PBS-paraformaldeido 3%) por 10 minutos. Posteriormente, as células foram lavadas
trés vezes (3 minutos) com PBS e permeabilizadas (PBS-Triton X-100 0,2%) por trés
minutos. ApoOs as lavagens, as células foram incubadas em PBS-BSA 2% contendo
anticorpo primario ani-mouse APE1l (Santa Cruz Biotechnology) na proporcdo de
1:50 por 45 minutos a 37 °C e posteriormente lavadas. Em seguida, as células foram
incubadas (PBS-BSA 1%) com anticorpo secundario anti-mouse Alexa Fluor® 594

chicken (Invitrogen) diluido 1:200. A incubacdo ocorreu por 30 minutos a 37 °C,
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seguida de trés lavagens com PBS. As células também foram coradas com DAPI
(0,15 pg/mL) preparado em Vectashield (Vector Labs) e as laminulas foram
montadas em laminas e analisadas em microscopio de fluorescéncia. As imagens

foram fotografadas em microscopio de fluorescéncia Zeiss.

3.8. Proliferacéo celular avaliada pelo Kit XTT

O ensaio com o kit-XTT (Cell Proliferation Kit Il — XTT, Roche Molecular
Biochemicals) possibilita detectar células viaveis com base no principio de que a
clivagem do sal amarelo tetrazolium XTT pelas células metabolicamente ativas forma
um corante formazam alaranjado. Dessa forma, essa converséo ocorre somente nas
células viaveis. Portanto, esse experimento tem a finalidade de determinar a
quantidade de células sobreviventes apos a transfeccdo e o tratamento com a TMZ.
Ap6s tratamento das células transfectadas, foram semeadas 1 x 10* células para a
linhagem T98G e 3 x 10* células para a linhagem U87MG, em placas de cultivo com
12 pocos (Corning), sendo monitorada por trés dias (24, 48 e 72 h). Nos
determinados tempos, foi feita a lavagem dos po¢cos com PBS e adicionados 500 pL
de meio DEMEM sem fenol vermelho (Invitrogen), juntamente com 60 pL da solucéo
XTTl/electron (preparada de acordo com as instrucbes do fabricante). O reagente
permaneceu em cultura por cerca de uma a duas horas a 37 °C, até o momento da
leitura colorimétrica em um espectrofotdbmetro, de acordo com as instru¢des do
fabricante. O resultado da absorbancia, medida em 492 e 690 nm, & diretamente

proporcional ao numero de células viaveis na amostra.

3.9. Teste de Sobrevivéncia Clonogénica

ApoOs o silenciamento do gene APE1l e tratamento com a TMZ foram
semeadas 500 células/frasco (T98G) ou 1000 ceélulas/frasco (U87MG) por
tratamento em triplicata, sendo incubadas em estufa a 37 °C por aproximadamente

10 dias. Foram contadas as coldénias com mais de 50 células, coradas com Giemsa
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(1:20) e analisadas com o auxilio de uma lupa. Nesse ensaio, foram calculadas e
comparadas as médias das triplicatas de cada um dos trés experimentos

independentes.

3.10. Avaliacdo da capacidade de recuperagcao dos da nos no DNA pelo Ensaio

Cometa

O Ensaio Cometa foi realizado segundo o protocolo proposto por Singh et al.
(1988) e adaptado no Laboratério de Citogenética e Mutagénese do Departamento
de Genética da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto. Apds o silenciamento do
gene APEL, as culturas foram tratadas com TMZ (24 h) e colhidas apés zero, seis e
24 h para avaliar a recuperacdo dos danos no DNA. Apos a colheita, uma aliquota
de 400 pL de células foi centrifugada a 1000 rpm por cinco minutos a 4 °C, o
sobrenadante foi desprezado e o precipitado de células ressuspendido com auxilio
de micropipeta. Foi adicionado ao precipitado de células um volume de 160 pL de
agarose (Invitrogen) de baixo ponto de fusdo a 0,5% (37 °C).

Transferiu-se a mistura para duas laminas de microscopia (80 L em cada)
pré-preparadas com uma camada fina de agarose de ponto de fusdo normal a 1,5%
(Invitrogen). Estas laminas foram cobertas com laminulas e deixadas a 4°C por cinco
minutos. As laminulas foram retiradas cuidadosamente e as |aminas foram
mergulhadas em uma solucéo de lise recém-preparada (NaCl 2,5 M, Na,EDTA 100
MM, Tris 10 mM, Triton X-100 1% e DMSO 10%, pH 10,0) a 4°, por 24 horas.

Transcorrido o tempo necessario na solucdo de lise, as laminas de cada
amostra foram colocadas em uma cuba para eletroforese contendo tampao de pH
alcalino (NaOH 0,3 M e Na,EDTA 1 mM, pH > 13) durante 20 minutos, apds 0s quais
procedeu-se a eletroforese a 25V (1V/cm, 300 mA) a 4 °C durante 20 minutos.
Terminada a eletroforese, as laminas foram lavadas com tampé&o de neutralizacéo
(Tris-HCI 0,4 M, pH 7,5) e posteriormente fixadas em etanol absoluto por cinco
minutos.

A coloracédo das laminas foi feita sempre no momento da analise, por meio da
adicdo de 50 pL de solugdo 0,2 pg/mL de SYBR GREEN 1 (Invitrogen), sendo a

lamina coberta com uma laminula e imediatamente analisada.
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As laminas foram analisadas em microscépio de fluorescéncia (Zeiss, filtro
516 — 560 nm e barreira de filtro de 590 nm) em aumento de 40X. A analise foi feita
a partir das imagens obtidas por meio de microscopia de fluorescéncia que séo
capturadas por uma camera acoplada a um computador. Foram analisadas 50
células/tratamento utilizando o programa Comet Assay IV (Perceptive Instruments
Ltd), o qual fornece uma série de dados a partir da imagem escolhida, dos quais
apenas o parametro Tail intensity, considerado como o mais adequado para o tipo
de analise a ser feita, foi utilizado neste trabalho. Este determina a porcentagem de
DNA na cauda do “cometa”, a qual tem relagéo direta com a quantidade de danos
presentes no DNA da célula em questao.

3.11. Andlise da Cinética do Ciclo Celular por cito  metria de fluxo

Para a analise da cinética do ciclo celular, as células foram semeadas em
placas de seis pocos (Corning). Apds o silenciamento do gene APEL, as culturas
foram tratadas e colhidas ap6s 24, 48 e 72 h. No momento da colheita, 0 meio foi
removido e armazenado, enquanto as células foram lavadas com PBS, tripsinizadas
e coletadas com o meio previamente guardado. As células foram centrifugadas a
1000 rpm por cinco minutos e o sobrenadante (meio de cultura) foi removido, sendo
o precipitado de células lavado em seguida com PBS. As células foram novamente
centrifugadas (1000 rpm por 5 minutos) e, apds a centrifugacdo, o PBS foi removido
e 0 precipitado foi ressuspendido em 2 mL de etanol 70% gelado, mantido
posteriormente a -20 °C até o momento da leitura no citdmetro de fluxo.

Antes de proceder a leitura das amostras, o material armazenado a -20 °C foi
centrifugado (1000 rpm por 5 minutos) e o etanol 70% foi removido. O precipitado foi
ressuspendido em 1 mL de PBS gelado e novamente centrifugado. Apds a
centrifugacédo, o PBS foi removido e o precipitado ressuspendido em 200 pL da
solucdo de iodeto de propidio. Apés 30 minutos de incubac¢do, o material foi
analisado no citometro de fluxo Guava CytoSoft 4.2.1 Software Environment (Guava
Technologies), em que pelo menos 5.000 eventos foram analisados para cada

amostra.



Material e Métodos | 51

3.12. Deteccéo de morte celular

3.12.1. Apoptose

A andlise de deteccdo de morte celular por apoptose foi realizada em células
semeadas em placas de seis pocos (Corning). Apds a transfecgcdo com siRNA e
tratamento com a TMZ por 24 h, as células foram colhidas em determinados tempos
dependendo da metodologia empregada.

Os experimentos para andlise de apoptose (determinagcdo do conteudo sub-
G1) foram também utilizados para analise da cinética do ciclo celular, utilizando o
citometro de fluxo Guava EasyCyte Mini System (Guava Technologies) e analisada
por meio do Guava CytoSoft 4.2.1 Software Environment (Guava Technologies). A
deteccdo de apoptose foi também alcancada pelo método da anexina-V, utilizando o
Guava Nexin® Reagent (Guava Technologies), segundo o protocolo do fabricante.
Brevemente, 4 x 10 células foram centrifugadas (1000 rpm por 5 minutos a 4 °C) e
ressuspendidas em 100 puL de meio de cultura e incubadas por 20 minutos com 100
uL do reagente para posterior leitura no citdmetro de fluxo, em que pelo menos

5.000 células/amostra foram analisadas.

3.12.2. Morte celular autofagica

A autofagia é caracterizada pela formacdo e promocdo de AVOs (Acid
Vesicular Organelles). Em células coradas com alaranjado de acridina, o citoplasma
e nucleo emitem fluorescéncia verde brilhante, enquanto compartimentos acidicos
emitem fluorescéncia vermelho brilhante. O volume do compartimento celular acido,
que reflete o nimero de vacuolos autofagicos pode ser quantificado. As células
foram semeadas em placas de seis pocos e transfectadas com o SiRNA-APEL.
Posteriormente a transfeccao, as culturas foram tratadas com TMZ por 24 h e, apos
cinco dias do tratamento foi adicionado as células o corante alaranjado de acridina

(Sigma Aldrich) a uma concentracao final de 1 pg/mL e incubado por 15 minutos a
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37 °C. As células foram removidas da placa e coletadas em microtubos de
centrifuga, sendo ressuspendidas em meio de cultura DEMEM sem fenol
(Invitrogen).

A leitura foi realizada no citometro de fluxo Guava EasyCyte Mini System
(Guava Technologies) e Guava CytoSoft 4.2.1 Software Environment (Guava
Technologies), em que 5.000 células/amostra foram avaliadas mediante iluminacéo
com luz de excitacdo azul (488 nm), sendo quantificadas as fluorescéncias de

emissao verde (510-530 nm) e vermelha (> 650 nm).

3.13. Ensaio de invaséo celular em Matrigel

As células foram transfectadas com o siRNA do gene APE1 e tratadas com
TMZ durante 24 h. Ao final do tratamento, as células foram tripsinizadas e 2 x 10°
células foram ressuspendidas em 200 pL meio de cultura sem SBF, sendo
posteriormente semeadas em placas de 24 pogos contendo insertos com
membranas de poros de 8 um (Corning) pré-revestidas com Matrigel (descongelada
a 4 °C overnight e diluida na proporcédo de 1:30 - BD Biosciences), preparada com
meio sem soro, 30 minutos antes e mantidas a 37 °C. Na parte inferior do inserto
foram adicionados 750 pL de meio de cultura com 10% de SBF com quimiotactante.
ApoOs a incubacgéo a 37 °C por 22 h, as células que nao invadiram foram removidas
da parte superior do inserto com o0 uso de um cotonete. As células que invadiram
foram fixadas com metanol 100% por cinco minutos e coradas com uma solucao de
Giemsa (1:10) por 15 minutos. Foram realizados trés experimentos, sendo 0s
resultados expressos como média de células invasivas por campo + desvio padréo.
A analise foi efetuada por microscopia de luz (magnitude de 20x), sendo contados
dez campos aleatérios por ponto experimental.

3.14. Andlise estatistica

Os resultados foram analisados pelo teste-t de Student, sendo p < 0,05 o
valor considerado como significativo. Na maioria dos ensaios foi utilizado o programa
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Sigma Stat v. 3.5 (Jandel Scientific Software), no entanto, os graficos foram
construidos com o auxilio do software Microsoft Excel, pertencente ao pacote de
programas do Microsoft Office Professional Plus 2010 (Microsoft Corporation).
Foram realizados trés experimentos independentes, exceto para a realizagcdo da
imuno-marcacdo e Western blotting, para os quais dois experimentos foram
conduzidos. Os resultados mostrados nos graficos foram realizados a partir das
meédias dos experimentos e as barras correspondem ao desvio padréo. No ensaio de
expressdo génica foram realizados dois experimentos independentes, sendo a
andlise estatistica e a construcéo dos gréficos feitas pelo programa GraphPad Prism
v.5 (GraphPad Software). Nesses experimentos, os resultados ilustrados nas figuras
correspondem as meédias dos experimentos e as barras correspondem ao erro
padrao.
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4. RESULTADOS

4.1. Transfeccédo por siRNA para o gene APE1

Foram inicialmente realizados testes para a padronizacdo da concentracdo de
SiRNA do gene APE1l bem como da sequéncia scrambed (SCR — sequéncia
aleatoria) para a linhagem T98G, sendo testadas as concentracdes de 40 e 80 nM,
com base na literatura. A analise de expresséo transcricional apés 48 h da
transfeccdo com siRNA mostrou que os valores de expressdo em termos de Fold
Change (FC) foram -2,6 para a concentracao de 40nM e -3,6 para 80 nM (Figura 4-
A). Os valores de FC foram utlizados para o céalculo das porcentagens de
knockdown (reducéo temporaria da expressdo) para 0 mesmo gene a fim de verificar
a concentracdo capaz de induzir uma maior inibicdo transcricional. Assim, foi obtido
83,9% de inibicdo para a concentracdo de 40 nM e 91,5% para 80 nM (Figura 4-B );
esta ultima foi escolhida para ser utilizada nos demais experimentos.

A confirmagéo da reducao de expresséo proteica de APE1 foi realizada por
Western blotting em comparacdo com o nivel de expresséo da proteina constitutiva
B-tubulina (programa Gel Pro Analyzer 4, Media Cybernetics). Nas células T98G, a
reducdo da expressdo da proteina APE1l foi observada em todos os tempos
avaliados apo0s a transfeccéo: 25% (24 h); 46,2% (48 h), 46,7% (72 h) e 46,2% (96
h), ndo sendo observadas diferencas entre os tempos de 48 a 96 h (Figura 5, 6-A e
Tabela 1). No entanto, para a linhagem U87MG observamos maior porcentagem de
reducdo da expressao proteica: 27,4% (24 h); 54,4% (48 h), 58,5% (72 h) e 76,7%
(96 h) (Figura 5, 6-B e Tabela 1). Considerando que os resultados de expressao
transcricional e proteica foram discordantes nas células T98G, a eficiéncia do
silenciamento génico nas células U87MG foi confirmada apenas pela quantificacédo

da expresséo proteica.
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Figura 4: (A) Expresséo génica transcricional avaliada por g°PCR em tempo real em células
T98G transfectadas com 40 e 80 nM do siRNA do gene APE1l e sequéncia scrambled
(SCR), no tempo de 48 h. Os resultados de expressao génica relativa foram representados
em Fold-Change (Log,); (B) Porcentagem de knockdown para o gene APE1l em células
T98G transfectadas com 40 e 80 nM do siRNA e coletadas em 48 h. As porcentagens foram
calculadas a partir dos valores de Fold-Change (Log,) obtidos na analise por gPCR em
tempo real.
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Figura 5: Expresséo das proteinas APE1 (~38 kDa) e B-Tubulina (~55 kDa) analisada por
Western blotting em células T98G e U87MG transfectadas com 80 nM do siRNA do gene
APEL1 e sequéncia scrambled (SCR), nos tempos de 24, 48, 72 e 96 h apdés a transfeccao.
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Figura 6: Niveis de expresséo da proteina APE1 apds 24, 48, 72 e 96 h do silenciamento
com 80 nM de siRNA do gene APE1l e sequéncia scrambled (SCR). Os valores foram
normalizados com a proteina B-Tubulina para as linhagens T98G (A) e U87MG (B)
utilizando o programa Gel Pro Analyzer 4 (Media Cybernetic).
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Tabela 1: Porcentagens de reducdo da expressdo proteica de APELl apdés silenciamento
com 80 nM de siRNA nas linhagens T98G e U87MG. Os valores foram normalizados com a
proteina B-Tubulina utilizando o programa Gel Pro Analyzer 4 (Media Cybernetic).

Reducéo na expressao protéica (%)

Linhagens Tempos (h)
24 48 72 96
T98G 25,0 46,2 46,7 46,2
U87MG 27,4 54,4 58,5 76,7

4.2. Determinacdo do IC 5o para a droga temozolomida em linhagens de
glioblastoma T98G e US7MG

As células foram tratadas com diversas concentracfes de TMZ (2,5 a 40 uM
para UB7MG e 100 a 800 uM para T98G) a fim de determinar os valores de ICsq para
a TMZ por meio do ensaio de sobrevivéncia clonogénica. As colénias com mais de
50 células foram contadas 10 dias apos o tratamento. Na linhagem T98G observou-
se uma reducado significativa na formacdo de colbnias ap0s o tratamento com
concentracbes acima de 400 pM de TMZ. Para a linhagem U87MG, foram
observados valores significativos de reducdo para concentragdes acima de 10 pM.
Para a realizacéo dos experimentos foi selecionada a concentragao capaz de reduzir
em torno de 50% a formacgé&o de colGnias; esta correspondeu a 600 uM de TMZ para
a linhagem T98G (43% de reducao) e 10 puM de TMZ para a linhagem U87MG
(51,6% de reducao). As curvas dose-resposta para as diferentes concentracdes da
droga apresentaram valores de R? = 0,906 e R? = 0,950, para as linhagens T98G e

U87MG, respectivamente (Figura 7 ; Tabela 2).
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Figura 7: Porcentagens de colbnias (escala Log) obtidas para as células T98G (A) e
U87MG (B) no ensaio de sobrevivéncia clonogénica, 10 dias apds o tratamento com
diversas concentrac8es de TMZ por 24 h. Os valores sao provenientes de trés experimentos
independentes realizados em triplicata e expressos como média + desvio padrao (+ DP). (*)
p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001.

Tabela 2: Porcentagens de coldnias formadas para as linhagens T98G e U87MG avaliadas
10 dias apo6s o tratamento das células (durante 24 h) com diversas concentracfes de TMZ.
Os valores séo provenientes de trés experimentos independentes realizados em triplicata e
expressos como média * desvio padréo (+ DP).

Sobrevivéncia Clonogénica (%) (+ Desvio Padrao)

Linhagens
TMZ (UM)

0 100 200 400 600 800

T98G 100,6 £12,8 951+11,2 97675 56,7 +8,1 57,0 £29,8 449 +8,2

TMZ (uM)

0 2,5 5 10 20 40
Uus7MG

100,0+15,3 103,5+9,7 92,7£6,2 48,475 13,8 £6,7 57+0,6




Resultados | 60

4.3. Detecgéo da proteina APE1 por imunofluorescénc ia

A expressdo da proteina APE1l foi analisada por imunofluorescéncia nas
células T98G, as quais foram transfectadas com o siRNA do mesmo gene (referidas
no texto como ceélulas siRNA-APE1) e com a sequéncia scrambled (células SCR),
bem como nas células transfectadas e tratadas com a TMZ (referida como células
SiRNA-APEL1 tratadas) e nas células tratadas somente com a droga TMZ. Observou-
se que a proteina APE1l apresentou expressdo nuclear e distribuicdo difusa nas
células SCR. Entretanto, nas células tratadas com a TMZ, a distribuicdo da proteina
no nudcleo foi intensa, conforme evidenciado pela forte marcacdo. Nas células
SiRNA-APE1 observou-se uma localizacdo também nuclear, porém com menor
intensidade em relagdo as células SCR e também de forma gradual entre as células.
Quando a transfecc¢édo foi associada a TMZ (células siRNA-APEL1 tratadas) observou-
se uma menor intensidade de marcacao em relacdo aquelas observadas nas células
tratadas somente com a droga. Adicionalmente, nota-se também uma variagcdo na
intensidade de marcagéo entre as células, conforme observado nas células siRNA-
APE1 (Figura 8) .
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DAPI APE1 (ALEXA FLUOR 594) SOBREPOSIGAO

Figura 8: Localizacdo e distribuicdo da proteina APEL1l nas células T98G analisadas por
imunofluorescéncia. As células foram transfectadas com 80 nM do siRNA do gene APEL e
sequéncia scrambled (SCR), sendo coletadas duas horas apés o tratamento com 600 puM de
TMZ. A proteina foi detectada por meio de um anticorpo secundario conjugado com Alexa
Fluor® 594 (vermelho), sendo a contra-coloragdo do nucleo efetuada com o corante
fluorescente DAPI (azul).
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4.4. Proliferacéo Celular apos silenciamento e trat  amento com a droga TMZ

A avaliacdo da proliferacdo celular das linhagens T98G e U87MG ap0s
transfeccdo do siRNA do gene APEL e tratamento com a TMZ foi monitorada por
trés dias. Nas células T98G, a transfeccdo do siRNA do gene APE1 e tratamento
com a TMZ foi eficaz em reduzir significativamente (p<0,001) as taxas de
proliferacdo nos tempos de 48 e 72 h em relacdo as células SCR, bem como em
relacdo as células tratadas com a TMZ (p<0,01). A reducdo maxima observada nas
células siRNA-APE1 tratadas com a droga foi de 39,6% em 72 h. Entretanto, a
transfeccdo com siRNA-APE1l também foi capaz de reduzir significativamente a
proliferacéo celular nos tempos de 48 h (p<0,001) e 72 h (p<0,01), porém, em menor
grau, indicando que a reducdo tenha resultado da combinacéo (silenciamento e
TMZ), visto que o tratamento somente com a TMZ ndo afetou o indice de
proliferacéao (Figura 9-A ; Tabela 3).

Diferentemente dos resultados anteriores, os ensaios de proliferacdo celular
para as células U87MG ndo mostraram nenhum efeito do silenciamento do gene
APE1, embora tenha havido uma tendéncia a reducao dos valores de proliferacéao
(79 a 88%) em 72 h (Figura 9-B; Tabela 3 ).
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Figura 9: Proliferacéo celular (Cell Proliferation Kit Il (XTT) em células transfectadas com 80
nM do siRNA do gene APE1 e sequéncia scrambled (SCR), avaliada 24, 48 e 72 h apo0s
tratamento com 600 uM de TMZ por 24 h para a linhagem T98G (A) e 10 uM de TMZ para a
linhagem U87MG (B). Os valores sdo provenientes de trés experimentos independentes
realizados em triplicata e expressos como média = desvio padrdo (x DP). (*) p<0,05; (**)
p<0,01; (***) p<0,001. Os simbolos isolados representam a compara¢cdo com a sequéncia
SCR e os simbolos com chaves, a comparacao entre os tratamentos indicados.
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Tabela 3: Porcentagens de proliferacdo celular obtidas para as linhagens T98G e U87MG
transfectadas com 80 nM do siRNA do gene APEL e sequéncia scrambled (SCR), avaliadas
nos tempos de 24, 48 e 72 h ap06s tratamento com 600 e 10 uM de TMZ por 24 h,
respectivamente. Os valores sao provenientes de trés experimentos independentes
realizados em triplicata e expressos como média + desvio padrao (x DP).

Proliferac&o celular (%) (= Desvio Padrao)

Linhagens Grupos de
9 tratamentos Tempo (h)
24 48 72
scrambled 100,0 +0,7 100,0 + 3,8 100,0+1,0
SiRNA-APE1 97,2+3,4 75,0+0,5 90,0+1,3
T98G
SiRNA + TMZ 91,8+3,4 60,5+1,7 60,4 +0,9
TMZ - 600 pM 109,8 +3,9 100,0 £10,1 925+5,3
scrambled 100,0 +10,4 100,0 +£0,0 100,0+0,1
SiRNA-APE1 102,8 +5,6 89,7 £ 13,7 88,3+4,0
U87MG
SiRNA + TMZ 97,9+8,2 103,9+7,7 79,2 +9,7
TMZ — 10 uM 118,7 +10,2 93,7+4,1 85,0+1,6

4.5. Sobrevivéncia Clonogénica apds silenciamento e tratamento com a TMZ

Com o intuito de verificar se o silenciamento do gene APE1l (por meio da
transfeccdo do SiRNA-APE1l) adicionalmente ao tratamento com a TMZ nas
linhagens T98G e U87MG seriam capazes de alterar a capacidade reprodutiva
dessas células, realizou-se o ensaio de sobrevivéncia clonogénica. Na linhagem
T98G, o silenciamento associado ao tratamento com a TMZ apresentou uma
reducdo significativa (p<0,001) de 63,1% na fracdo de sobrevivéncia, sendo
estatisticamente diferente quando comparada as células transfectadas (p<0,01) e as
células somente tratadas (p<0,05). Entretanto, nas células tratadas com a TMZ,
observamos uma reducédo nao significativa de 21%. Por outro lado, a transfeccéo
sozinha também ndo foi capaz de reduzir significativamente a fracdo de

sobrevivéncia das células. Em conjunto, esses resultados evidenciam um efeito de
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reducdo na sobrevivéncia clonogénica promovido pelo silenciamento do gene APEL1
combinado ao tratamento com a droga (Figura 10-A, Tabela 4 ).

Nos experimentos com as ceélulas U87MG, a transfeccdo do siRNA-APE1L
associada ao tratamento com a TMZ apresentou pouco efeito, visto que o tratamento
com a droga sozinha reduziu significativamente (p<0,05) a fracdo de sobrevivéncia,
havendo portanto, um efeito causado predominantemente pela droga. Além disso, a
transfeccdo com o SiRNA-APE1l exerceu apenas uma pequena reducdo nao

significativa na sobrevivéncia dessas células. (Figura 10-B, Tabela 4 ).
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Figura 10: Sobrevivéncia clonogénica das linhagens de GBM transfectadas com 80 nM do
siRNA do gene APEL e sequéncia scrambled (SCR) avaliada 10 dias ap0s tratamento com
600 puM de TMZ para a linhagem T98G (A) e 10 pM de TMZ para a linhagem U87MG (B) por
24 h. Os valores sao provenientes de trés experimentos independentes realizados em
triplicata e expressos como meédia + desvio padrdo (x DP). (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***)
p<0,001. Os simbolos isolados representam a comparacdo com a sequéncia SCR e os
simbolos com chaves, a comparacao entre os tratamentos indicados.
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Tabela 4: Porcentagens de formacao de colénias em linhagens de GBM transfectadas com
80 nM de siRNA do gene APEl e sequéncia scrambled (SCR) avaliada 10 dias apds
tratamento de 24 h com 600 e 10 pM de TMZ para a linhagem T98G e U87MG,
respectivamente. Os valores sao provenientes de trés experimentos independentes
realizados em triplicata e expressos como média + desvio padrao (x DP).

Sobrevivéncia Clonogénica (%) (+ Desvio Padréo)

Linhagens Grupos de tratamentos
Scrambled SiRNA-APE1 SiRNA + TMZ T™MZ
T98G 100,0 £ 0,6 101,2+15,4 36,9+7,7 79,0+ 21,0
U87MG 100,0£17,9 86,3+4,8 435+4,1 42,0+3,3

4.6. Cinética de recuperacdo de danos no DNA apds s ilenciamento e
tratamento com a droga TMZ

A transfecgcdo associada ao tratamento com a TMZ foi capaz de gerar uma
maior quantidade de danos no DNA (Tail Intensity - Tl) nas células T98G logo apds o
final do tratamento, porém tais danos foram reparados até 24 h. Nessas células,
houve um aumento significativo (p<0,01) dos danos apds zero (16,5%) e seis horas
(21,6%) de recuperacdo em relacdo as células SCR e células siRNA-APE1 nao
tratadas (p<0,05). Além disso, o aumento do Tl em seis horas também foi
significativamente (p<0,01) maior em relacdo ao obtido nas células tratadas apenas
com a TMZ. A transfeccdo por si s6, bem como o tratamento com a TMZ néo
induziram aumento dos danos no DNA em nenhum dos tempos analisados (Figura
11-A; Tabela 5).

Da mesma maneira, para a linhagem U87MG, observou-se uma maior
inducdo de danos nos tempos de zero hora (10,7%) e principalmente em seis horas
(13,3%) de recuperacéo nas ceélulas transfectadas e tratadas com a TMZ (p<0,01 e
p<0,001, respectivamente). Nesse ultimo tempo, um maior aumento foi observado
em relacdo ao tratamento com a TMZ (8,4%; p<0,05) e a transfeccédo sozinha (8,5
%; p<0,001). As células somente transfectadas também foram capazes de induzir

niveis de Tl aumentados (p<0,05) nos tempos de zero e seis horas (7,1 e 8,5%,
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respectivamente). No entanto, a TMZ causou elevacédo nos danos (p<0,01) apenas
imediatamente apds o término do tratamento (9,6% em 0 h). Da mesma forma como
nas células T98G, as células U87MG também recuperaram os danos apés 24 h do
tratamento, de forma semelhante em todas as condi¢cdes testadas (Figura 11-B;
Tabela 5).
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Figura 11: Inducdo de danos no DNA avaliada em termos de porcentagem de DNA na
cauda (TI) por meio do Ensaio Cometa nas linhagens T98G (A) e U87MG (B) transfectadas
com 80 nM do siRNA do gene APEL e analisadas em diferentes tempos de recuperacéo (0,
6 e 24 h apos tratamento com 600 pM-T98G e 10 uM de TMZ-U87MG por 24 h). Os valores
foram obtidos usando o sistema Comet Assay IV (Perceptive Instrument). Os valores sdo
provenientes de trés experimentos independentes e expressos como média + desvio padrao
(= DP).



Resultados | 68

Tabela 5: Porcentagens de DNA na cauda (Tail Intensity) apresentadas pelas linhagens
T98G e UB7MG transfectadas com 80 nM do siRNA do gene APEL, analisadas em zero,
seis e 24 h apos tratamento com 600 e 10 uM de TMZ durante 24 h, respectivamente. Os
valores sao provenientes de trés experimentos independentes e expressos como média +
desvio padrdo (+ DP). Os valores foram obtidos usando o sistema Comet Assay IV
(Perceptive Instrument). (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001; (#) diferenca entre silenciado
+ tratado e tratado; (1) diferenca entre silenciado + tratado e silenciado.

Tail Intensity (%) (x Desvio Padréo)

. Grupos de
Linhagem 5
tratamentos Tempos (recuperacéo)
Oh 6h 24 h
Scrambled 6,8+3,1 11,0+ 2,7 9,4+28
siRNA — APE1 7,7+£1,8F* 6,4 +1,91** 7,3 +1,41*
T98G
siRNA + TMZ 16,5+ 2,7* 21,6 £ 1,7%xfx* 12,8 +0,8
TMZ - 600 pM 119+7,1 10,8+ 3,3 10,9+1,2
Scrambled 51+0,5 78+0,3 6,2+0,4
siRNA — APE1 7,1+1,6* 8,5 £ 0,3*f** 51+1.3
U87MG
siRNA + TMZ 10,7 £ 1,5** 13,3 £ 0, 7% #* 53+£1,2
TMZ - 10 pM 9,6 £1,1** 8,4+2,6 43+1,4

4.7. Cinética do Ciclo Celular apés transfeccédo do gene APE1 e tratamento

com a droga TMZ

Os efeitos do silenciamento do gene APEL sobre a cinética do ciclo celular
foram analisados nas células T98G e U87MG transfectadas com o siRNA-APE1 e
submetidas ao tratamento com a droga TMZ (24 h), apés 24, 48 e 72 h do final do
tratamento.

Na linhagem T98G, o tratamento com a TMZ causou um aumento significativo
(p<0,05) na porcentagem de células na fase G2/M do ciclo nos tempos de 24 h
(32,1%) e 72 h (34,8%), em relacdo as células SCR. O mesmo foi observado nas
células silenciadas e tratadas, porém com um aumento significativo (p<0,05) apenas
no tempo de 48 h (32,9%). Nas células somente transfectadas também foi
observado um acumulo significativo (p<0,05) na fase S (17,7% em 72 h), mesmo

guando tratadas com a TMZ (20,8%). Tal acumulo ocorreu independentemente do
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tratamento com a TMZ, mostrando diferencas significativas (p<0,05) (Figura 12-A,
Tabela 6).

Avaliando somente a TMZ nos tempos de 24, 48 e 72 h, foi observado um
aumento significativo (p<0,001; p<0,001 e p<0,01, respectivamente) nas
porcentagens de células U87MG na fase G2/M do ciclo celular (37,1; 55,0 e 48,2%,
respectivamente) em relacdo as células SCR. Esse aumento foi acompanhado de
uma grande reduc¢do da populagéo de células na fase G1 (p<0,001). Entretanto, nos
tempos de 24, 48 e 72 h foi observado um acumulo significativo (p<0,01; p<0,01 e
p<0,001, respectivamente) na fase G2/M (31,0; 43,3 e 43,3%, respectivamente) nas
células silenciadas e tratadas com a TMZ, porém em menos nivel (p<0,05; p<0,01 e
p<0,001, respectivamente) em relagdo ao acumulo observado no tratamento
somente com a TMZ. Assim, o silenciamento associado ao tratamento com a TMZ
reduziu o bloqueio em G2/M causado pela droga. Por outro lado, a transfec¢éo por si
s6é ndo causou alteragBes evidentes na distribuicdo das células no ciclo celular
(Figura 12-B; Tabela 6 ).
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Figura 12: Distribuicdo das células T98G (A) e U87MG (B) em diferentes fases do ciclo
celular em células transfectadas com 80 nM de siRNA do gene APEl e sequéncia
scrambled (SCR), submetidas ao tratamento durante 24 h com 600 e 10 uM de TMZ,
respectivamente, avaliadas por 24, 48 e 72 h. Os dados foram obtidos utilizando o sistema
Guava EasyCyte Mini System (Guava Technologies) e Guava CytoSoft 4.2.1 Software
Environment (Guava Technologies). Os valores sdo provenientes de trés experimentos
independentes e expressos como meédia + desvio padréo (+ DP). (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***)
p<0,001. Os simbolos isolados representam a comparacdo com a sequéncia SCR e os
simbolos com chaves, a comparacédo entre 0s tratamentos indicados.
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4.8. Inducdo de morte celular (apoptose e autofagia )

Os indices de morte celular por apoptose e autofagia foram determinados em
resposta ao silenciamento do gene APEL1 e/ou tratamento com a TMZ.

A deteccdo de morte por apoptose foi avaliada pelo contetdo sub-G1 (iodeto
de propidio) e por meio do reagente anexina V (Guava Nexin Reagent, Guava
Technologies). A autofagia foi detectada por meio da utilizacdo do corante

alaranjado de acridina.

4.8.1. Apoptose (sub-G1)

O conteddo sub-G1 é um indicativo de apoptose por considerar a
fragmentacdo do DNA, sendo que esta € possivel de ser analisada nos mesmos
experimentos de analise da cinética do ciclo celular. Nas células T98G, a inducdo de
fragmentacado do DNA foi observada nos primeiros ciclos de divisdo celular (24 a 72
h), tendo ocorrido com maior intensidade nas células transfectadas com siRNA-
APE1 e tratadas com a TMZ, sendo observado um aumento significativo de células
na fase sub-G1 (16,7; 12,0 e 6,6%, respectivamente), em relacdo as células SCR,
nos tempos de 24, 48 e 72 h (p<0,01; p<0,05 e p<0,05, respectivamente). No
entanto, em 24 h, a TMZ induziu fragmentacao significativa (p<0,01) praticamente
equivalente a induzida (p<0,05) pelo silenciamento do gene APE1l (Figura 13-A;
Tabela 7).

Diferentemente, nas células U87MG, tanto o silenciamento do gene APE1l
guanto o tratamento com a TMZ (combinados ou ndo) nao induziram o acumulo de
células em sub-G1 nos tempos de 24 e 48 h. Uma inducéo significativa do contetudo
sub-G1 (p<0,01) ocorreu apenas em 72 h nas células siRNA-APE1 tratadas com a
TMZ (6,1%) em relacdo as células SCR (4,1%). Nesse mesmo tempo, comparando
as células silenciadas e tratadas com a droga e as células apenas tratadas com a
TMZ (4,3%), observou-se uma maior indugdo de fragmentacdo (p<0,05)
comparativamente as células somente transfectadas (4,4%; p<0,001), embora em

niveis baixos (Figura 13-C; Tabela 7 ).
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4.8.2 Apoptose (anexina V):

Os resultados sobre a inducdo de apoptose nas células T98G avaliada em
trés, cinco e 10 dias mostraram que a combinagao da transfeccao e tratamento com
a TMZ foi eficiente em induzir morte por apoptose apés trés e cinco dias,
comparativamente aos grupos controles (células silenciadas ou apenas tratadas com
a TMZ) e mesmo apés um periodo mais longo de 10 dias. Para as células T98G
silenciadas e tratadas com a TMZ, o pico de inducdo de apoptose (27,3%; p<0,001)
ocorreu em trés dias, mas as porcentagens de células positivas para anexina-V
foram ainda elevadas apds cinco (24,5%; p<0,001) e 10 dias (16,5%; p<0,001), com
pequeno decréscimo em funcdo do tempo. Entretanto, a transfeccédo por si propria
também teve efeito na inducéo de apoptose nessas células, bem como o tratamento
apenas com a TMZ. Esta induziu aumento significativo na frequéncia de apoptose
somente em trés e cinco dias (p<0,01), porém em menor nivel ao observado nas
células siRNA-APE1 tratadas. A transfeccdo do siRNA-APE1l também induziu
aumento significativo na apoptose em cinco dias (7,7%; p<0,05) e em maior
intensidade em 10 dias (19,6%; p<0,001) (Figura 13-B; Tabela 8 ).

Nos experimentos com a linhagem U87MG, a inducdo de apoptose foi
significativa (p<0,001) em trés dias para o grupo de células silenciadas e tratadas
com a TMZ (16,4% de células positivas) e também para as células tratadas somente
com a TMZ (14,0% de células positivas), havendo pouca diferenca, embora
significativa (p<0,05) entre esses grupos. Entretanto, em tempos posteriores (5 e 10
dias), a inducdo de apoptose ocorreu em niveis basais, com um pequeno aumento
significativo (p<0,05) em 10 dias nas células transfectadas com o siRNA (Figura 13-
D; Tabela 8).
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Figura 13: Células apoptéticas analisadas por contetdo sub-G1 e anexina V, observadas na
linhagem T98G (A e B, respectivamente) e US7MG (C e D, respectivamente) transfectadas
com 80 nM de siRNA do gene APE1l e sequéncia scrambled (SCR), submetidas ao
tratamento de 24 h com 600 e 10 uM de TMZ respectivamente. A apoptose avaliada pela
fracdo sub-G1 foi monitorada por 24, 48 e 72 h, enquanto a analise pelo reagente anexina V
foi observada nos tempos de trés, cinco e 10 dias. Para a detec¢do do conteudo sub-G1 foi
utilizado o corante iodeto de propidio e para identificar células positivas para anexina-V foi
utilizado o Guava Nexin® Reagent (Guava Technologies), sendo ambos dados analisados
por meio do sistema Guava EasyCyte Mini System (Guava Technologies) e Guava CytoSoft
4.2.1 Software Environment (Guava Technologies). Os valores sdo provenientes de trés
experimentos independentes e expressos como meédia + desvio padréo (+ DP). (*) p<0,05;
(**) p<0,01; (***) p<0,001. Os simbolos isolados representam a comparacdo com a
sequéncia SCR e os simbolos com chaves, a comparagéo entre os tratamentos indicados.
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Tabela 7: Porcentagens de células apoptoticas pelo contetdo sub-G1 coletadas nos tempos
de 24, 48 e 72 h ap6s a remocdo da droga. As células T98G e U87MG foram transfectadas
com 80 nM de siRNA do gene APE1l e sequéncia scrambled (SCR), submetidas ao
tratamento (durante 24 h) com 600 e 10 uM de TMZ, respectivamente. A andlise foi
realizada em células coradas com iodeto de propidio, usando-se o aparelho Guava
EasyCyte Mini System (Guava Technologies) e o programa Guava CytoSoft 4.2.1 Software
Environment (Guava Technologies). Os valores sdo provenientes de trés experimentos
independentes e expressos como média + desvio padrédo (+ DP).

Linhagens Células Apoptoticas (%) sub-G1 (+ Desvio Padrao)
Grupos de
tratamentos Tempos de coleta (h)
24 48 72

T98G Scrambled 3,4+£0,9 51+24 26+13
SiIRNA - APE1 99+27 50+1,1 2,7+1,2

SiRNA + TMZ 16,7 £3,8 12,0+1,3 6,6+1,3

TMZ - 600 pM 94+1,6 8,1+0,6 51+14

Uus7MG Scrambled 51+24 2,7+£0,2 41+04
SIRNA - APE1 6,9+0,9 4,1+0,9 4,4+0,6

SiRNA + TMZ 72+272 52+1,8 6,1+0,1

TMZ - 10 uM 38+x1,1 3,7+1,0 4,3+0,8
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Tabela 8: Porcentagens de células apoptéticas observada na linhagem T98G e U87MG e
avaliada apoés tratamento com a TMZ. As células foram transfectadas com 80 nM de siRNA
do gene APEL1 e sequéncia scrambled (SCR), submetida ao tratamento com 600 e 10 uM de
TMZ por 24h, respectivamente, e analisadas por trés, cinco e 10 dias. Na analise foi
utilizado o Guava Nexin® Reagent (Guava Technologies) e os dados foram obtidos por meio
do Guava EasyCyte Mini System (Guava Technologies) e Guava CytoSoft 4.2.1 Software
Environment (Guava Technologies). Os valores sdo provenientes de trés experimentos
independentes e expressos como média + desvio padrédo (+ DP).

Células Apoptéticas (%) Anexina V (+ Desvio Padréo)

. Grupos de
Linhagens i
tratamentos Tempos de coleta (dias)
3 5 10
Scrambled 11,5+1,8 54+0,8 59+0,6
SiRNA - APE1 16,3+2,7 7,711 196+£19
T98G
SiRNA + TMZ 27,3+ 1,7 245+3,9 165+1,0
TMZ - 600 puM 194+1,4 14,1+2,8 14,1+ 2,7
Scrambled 4,1+£05 7,710 6,0+0,8
SiRNA - APE1 6,4+0,7 6,9+£0,5 8,7+0,2
U87MG
SiRNA + TMZ 16,4+0,4 6,5+0,1 6,2+0,3
TMZ — 10 uM 140+1,2 6,4+0,0 6,3+0,4

4.8.3 Morte celular autofagica

A inducdo de morte por autofagia também foi avaliada nas células T98G e
U87MG visando obter informagdes sobre outro tipo de morte que possa ter ocorrido
sob as condi¢cdes de transfeccdo com siRNA do gene APEL e tratamento com a
TMZ. Ap6s cinco dias do tratamento, foi observada uma porcentagem
significativamente maior (p<0,01) de morte autofagica nas células T98G silenciadas
e tratadas, sendo cerca de 3,8 vezes maior (12,9%) que a induzida pela droga TMZ
(3,4%) ou pelo silenciamento de APEL por si proprio (2,8%), indicando que houve
certa contribuicdo deste tipo de morte na eliminacdo dessas células (Figura 14-A;
Tabela 9).
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Para a linhagem U87MG n&o se observou aumento significativo nas
porcentagens de células autofagicas em relacdo as células SCR (1,9%) a ndo ser
por uma reducdo (p<0,01) nas células transfectadas (0,6%) e nas células tratadas
somente com a TMZ (0,6%). A transfeccdo associada ao tratamento com a TMZ
(2,0%) induziu um aumento significativo (p<0,05) somente quando comparadas com
as ceélulas siRNA-APEL1 tratadas e também com aquelas tratadas somente com a
droga. Da mesma forma como observado para apoptose, essa linhagem mostrou
baixos indices de morte por autofagia. Possivelmente, outros tipos de morte celular

podem ter contribuido para a eliminacéo dessas células (Figura 14-B; Tabela 9 ).
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Figura 14: Avaliacdo de morte autofdgica apds cinco dias do tratamento das células T98G
(A) e UB7MG (B). As células foram transfectadas com 80 nM de siRNA do gene APE1 e
sequéncia scrambled (SCR), submetidas ao tratamento de 24 h com 600 e 10 yM de TMZ,
respectivamente. Na analise foi utilizada a coloracdo com alaranjado de acridina e os dados
foram obtidos por meio do Guava EasyCyte Mini System (Guava Technologies) e Guava
CytoSoft 4.2.1 Software Environment (Guava Technologies). Os valores sao provenientes de
trés experimentos independentes e expressos como média + desvio padrdo (+ DP). (*)
p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001. Os simbolos isolados representam a comparacdo com a
sequéncia SCR e os simbolos com chaves, a comparagao entre os tratamentos indicados.
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Tabela 9: Porcentagens de células autofagicas obtidas apds cinco dias do tratamento das
células T98G e UB7MG. As células foram transfectadas com 80 nM de siRNA do gene APEL1
e sequéncia scrambled (SCR), submetidas ao tratamento de 600 e 10 yM de TMZ por 24 h,
respectivamente. Para a andlise foi utilizado o corante alaranjado de acridina e os dados
foram obtidos por meio do Guava EasyCyte Mini System (Guava Technologies) e Guava
CytoSoft 4.2.1 Software Environment (Guava Technologies). Os valores sdo provenientes de
trés experimentos independentes e expressos como média + desvio padrao (+ DP).

Linhagens Porcentagens de células autofagicas (+ desvio padrda  0)

Grupos de tratamentos

Scrambled SiRNA - APE1 SiRNA + TMZ T™™Z
T98G 1,9+0,7 28+04 129+25 3,4+0,6
Us7MG 1,9+0,0 0,6+0,3 20+0,8 0,6+0,3

4.9. Avaliagdo da capacidade de invasdo das células apos silenciamento e

tratamento com a droga TMZ

Na linhagem T98G, a expressao reduzida do gene APE1 foi capaz de diminuir
significativamente (p<0,01) as porcentagens de células invasivas, tanto na auséncia
(25,7%) quanto na presenca da droga TMZ (11,6%). A droga sozinha também
causou um decréscimo equivalente na capacidade de invaséo (25,6%) (Figura 15-
A; Tabela 10).

Para a linhagem U87MG, a TMZ sozinha nao foi capaz de reduzir a invasao
celular. A transfeccdo mostrou apenas uma leve reducdo, ndo significativa,
resultando em 81,7% de células invasivas. No entanto, nas células silenciadas e
tratadas com a TMZ, notou-se um maior efeito da combinagao no sentido de reduzir
significativamente (p<0,001) a invaséo, resultando em 36,9% de células invasivas. A
reducdo da invasdo nessas células mostrou-se estatisticamente significativa em
relacdo as células somente transfectadas (p<0,01) ou relativamente as células
tratadas com a TMZ (p<0,001) (Figura 15-B; Tabela 10 ).
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Figura 15: Analise da capacidade de invasdo celular em células T98G (A) e US7MG (B)
transfectadas com 80 nM de siRNA do gene APEL e sequéncia scrambled (SCR), tratadas
com 600 e 10 uM da droga TMZ por 24 h, respectivamente. Foi analisada a capacidade de
invasdo em Matrigel ap6s 22 h do tratamento com a droga. Os valores s&o provenientes de
trés experimentos independentes e expressos como média * desvio padrdo (x DP). (¥)
p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001. Os simbolos isolados representam a comparagcdo com a
sequéncia SCR e os simbolos com chaves, a comparagao entre os tratamentos indicados.
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Tabela 10: Porcentagens de células T98G e U87MG invasivas ap0s transfec¢cdo com 80 nM
de siRNA do gene APEL e sequéncia scrambled (SCR) apés tratamento com 600 e 10 uM
da droga TMZ por 24 h, respectivamente. A capacidade de invasdo em Matrigel foi
analisada apo6s 22 h do tratamento. Os valores sdo representativos de trés experimentos
independentes, expressos como média + desvio padrao (+ DP).

Invaséo celular (%) (x Desvio Padréo)

Linhagens Grupos de tratamentos
Scrambled siRNA - APE1 siRNA + TMZ T™MZ
T98G 100,0 £8,9 25,7+5;3 116+1,9 25626
U87MG 100,0 £ 20,1 81,7 +14,7 369+29 107,0+£8,5

4.10. Expressao transcricional dos genes COX2 e VEG F

No presente trabalho foi também analisada a expressao transcricional dos
genes VEGF e COX2 (alvos dos FTs HIF-1a e NFkB, respectivamente) nas células
transfectadas com siRNA-APEL e sequéncia SCR, e submetidas ao tratamento com
a TMZ por 24 h. Os valores foram expressos como médias dos FC, normalizados
para os genes de referéncia HPRT1 e TBP, utilizando o programa StepOne Software
v2.2 (Applied Biosystems).

Os resultados de expressao génica para os genes COX2 e VEGF obtidos
para a linhagem T98G mostraram que o silenciamento do gene APEL por si s6 ndo
causou alteragfes significativas na expressao desses genes. Entretanto, ap0ds o
tratamento com a droga, foi observada uma pequena repressdo do gene COX2
causada pela TMZ (FC= -0,77; p<0,05), independentemente do silenciamento do
gene APE1l (FC= -0,95; p<0,01) em relacdo as células somente silenciadas (FC=
1,19). Por outro lado, esse mesmo gene nao sofreu alteragbes significativas na sua
expressdo na linhagem U87MG (Figura 16, Tabela 11 ). O gene VEGF, em ambas
as linhagens, foi modulado pelo tratamento com a TMZ. Nas células T98G, como
observado para o gene COX2, o tratamento com a TMZ (FC= -0,53; p<0,05)
ocasionou uma leve repressdo transcricional, mesmo nas células siRNA-APE1

tratadas (FC= -0,60; p<0,01) quando comparadas com as células somente
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silenciadas (FC= -0,08) e com as células SCR (FC= -0,00; p<0,01 e p<0,001,
respectivamente). Diferentemente, na linhagem U87MG, foi observada uma leve
inducéo significativa do gene VEGF, nas células tratadas com a TMZ (FC= 0,53;
p<0,01), bem como nas células silenciadas e tratadas (FC= 0,34; p<0,01),
relativamente as células somente silenciadas (FC= -0,16). Foi também observada
uma inducéo significativa de VEGF quando comparados ambos os tratamentos
(SiRNA-APE1 + TMZ e TMZ) em relagcdo as células SCR (FC= -0,00; p<0,001 e
p<0,001, respectivamente). Esse gene foi o Unico a mostrar diferencas significativas
entre as células U87MG silenciadas e tratadas e as células somente tratadas com a
TMZ, com uma maior inducao nessa ultima (p<0,001) (Figura 16, Tabela 11 ).

De forma geral, o silenciamento de APE1 em ambas as linhagens nao
exerceu um efeito significativo na expressao dos genes COX2 e VEGF, indicando o
que a funcédo redox de APELl provavelmente ndo foi afetada pelo silenciamento

parcial do gene.
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Figura 16: Expressdo génica transcricional dos genes COX2 (A) e VEGF (B) em células
T98G e U87MG transfectadas com 80 nM de siRNA do gene APEL e sequéncia scrambled
(SCR), analisadas ap6s o tratamento de 24 h com 600 e 10 uM de TMZ, respectivamente.
Os resultados obtidos de expressdo génica relativa foram representados em Fold-Change
(Log,). Os valores sao provenientes de dois experimentos independentes e expressos como
média + erro padrdo (= EP). (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001. Os simbolos isolados
representam a comparagdo com a sequéncia SCR e os simbolos com chaves, a
comparacao entre os tratamentos indicados.
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Tabela 11: Valores da analise de expressado génica por g-PCR em tempo real analisados
para 0os genes COX2 e VEGF, em células T98G e U87MG transfectadas com 80 nM do
siRNA do gene APEL, analisadas apés o tratamento de 24 h com 600 e 10 uM de TMZ,
respectivamente. Os valores dos hiveis de expressado transcricional foram expressos em
Fold Change (Log2), utilizado o método de 2*°". Os valores sdo provenientes de dois
experimentos independentes e expressos como média + erro padréo (+ EP).

Médias de Fold Change (Log2) (+ Erro Padréo)

Linhagens Grupos de
9 Tratamentos Genes
COX2 VEGF

Scrambled -0,23+0,61 -0,00 + 0,04

SiRNA - APE1 1,19+ 0,10 -0,08 + 0,06
T98G

SiRNA + TMZ -0,95+0,22 -0,60 £0,13
TMZ — 600 uM -0,77 £0,25 -0,53 £0,01

Scrambled -0,01+0,10 -0,00 £ 0,00
SiRNA - APE1 0,09 + 0,06 -0,16 + 0,09

U87MG

SiRNA + TMZ 0,12 +0,24 0,34 £ 0,00
TMZ — 10 uM 0,27 +0,08 0,53 +0,02

4.11. Avaliacéo da expressdo proteica de H2AX 439 caspase 3 e p65 5%

Avaliou-se a expressao de proteinas envolvidas na resposta ao dano no DNA
(H2AXE39)) “morte celular (caspase-3), bem como o FT HIF-1a e p65©¢® por
Western blotting. Nas células T98G e U87MG foi possivel observar uma maior
inducdo de yH2AX no grupo silenciado para APE1 e tratado com a TMZ em relacéo
ao somente tratado com a TMZ, avaliadas em trés e cinco dias. Da mesma forma,
uma maior inducdo da proteina p65 fosforilada foi observada em ambas as
linhagens silenciadas e tratadas com a droga analisadas nesses mesmos dias.
Entretanto, a clivagem de caspase-3 ocorreu apenas apés cinco dias de tratamento
nas ceélulas T98G de forma semelhante nos grupos siRNA-APE1 tratado com a TMZ
e 0 somente tratado com a droga. Entretanto, a proteina HIF-1la n&o apresentou
niveis de expressao detectaveis em ambas as linhagens avaliadas em trés dias
(Figura 17).
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Figura 17: Expresséao proteica avaliada por Western blotting em células das linhagens T98G
e U87MG transfectadas com 80 nM do siRNA do gene APE1 e sequéncia scrambled (SCR),
tratadas por 24 h com a droga TMZ (600 uM e 10 uM, respectivamente). A andlise foi
realizada apds trés e cinco dias do tratamento, usando-se anticorpos para as seguintes
proteinas: HIF-1a (112 kDa), pré-caspase-3 (38 kDa), pNFkBp65©*® (65 kDa) e
pH2AX®%9) (15 kDa). O anticorpo para B-Tubulina (55 kDa) foi utilizado como controle
endoégeno.
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5. DISCUSSAO

Os mecanismos de acao de drogas antitumorais envolvem vias complexas de
respostas aos danos induzidos no DNA que ainda sdo pouco compreendidas. Além
disso, a resisténcia adquirida ou intrinseca aos agentes citotoxicos associados as
diferentes respostas dos tumores continua sendo o principal obstaculo no tratamento
do cancer (Sarkaria et al., 2008). Apesar dos avancos alcancados para os pacientes
com GBM, o progndstico ainda permanece sem expectativa de melhora (Bai et al.,
2011). Assim, novos alvos terapéuticos necessitam ser desenvolvidos com o
propoésito de aumentar a sobrevida desses pacientes (Khasraw e Lassman, 2010).

A terapia especifica para alvos moleculares tais como, receptores de fatores
de crescimento, proteinas do ciclo celular e de reparo, entre outros, tem se tornado
abordagens de grande interesse no tratamento do cancer (Kelley e Fishel, 2008),
mas ainda € pouco explorada. Mecanismos de reparo do DNA constituem a base
molecular da defesa contra os danos no DNA e desempenham um papel importante
na protecdo da estabilidade e integridade gendomica (Wang et al., 2009). Dessa
forma, a capacidade de reparo do DNA em células tumorais € uma das responsaveis
pela resisténcia destas as drogas antitumorais ou as radiagdes, limitando
enormemente a eficacia desses agentes. Assim, 0 emprego de inibidores de reparo,
por exemplo, da via BER (alvo do presente estudo), torna-se uma estratégia
potencial e atrativa para a radio- ou quimio-sensibilizacéo (Jiang et al, 2010; Li et al.,
2012; Chen et al, 2013; Gu et al., 2013).

Em um trabalho anterior, verificou-se que o reparo via BER pode estar
envolvido nas respostas a TMZ, pois a utilizacdo da metoxiamina (MX), um
bloqueador dessa via de reparo, resultou em um aumento de danos no DNA, morte
celular clonogénica e redugdo dos niveis de expressao de duas proteinas (FEN1 e
APE1) participantes da via BER; tais resultados mostraram que a MX potencializou
os efeitos de morte causada pela TMZ em células resistentes a esse quimioterapico
(Montaldi e Sakamoto-Hojo, 2012). Com base nesses resultados, foi proposto no
presente trabalho uma intervencgdo direta, por meio da estratégia de silenciamento
pela metodologia de siRNA, de um gene participante dessa via de reparo, 0 gene

APEL, na tentativa de avaliar se realmente o reparo via BER pode contribuir para a
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resisténcia de linhagens de GBM ao tratamento com a TMZ, bem como avaliar a
influéncia do gene APE1 no processo de ativacéo redox de fatores de transcrigao.

A inibicdo do gene APEL foi confirmada por Western blot, o qual mostrou uma
reducdo maxima, de 46,7% em 72 h e de 76,7% em 96 h, na expressao da proteina
APE1 em células T98G e U87MG, respectivamente.

Primeiramente, foi realizado um ensaio para a avaliacdo da proliferagao
celular até trés dias, sendo observada uma pequena sensibilizacdo das células
T98G silenciadas, com reducdo maxima significativa da proliferacdo celular em 48 h
(25%). Quando as células T98G silenciadas foram tratadas com a TMZ, observamos
uma reducdo maxima de 39,6% (72 h) na proliferacdo celular, o que nao foi
observado nas células somente tratadas com a TMZ. Para verificar a influéncia dos
tratamentos sobre a capacidade reprodutiva das células, realizou-se o ensaio de
sobrevivéncia clonogénica, o qual requer analise apés um periodo mais longo do
tratamento (10 dias). O silenciamento de APE1 por si s6 ndo exerceu efeito inibitério
na capacidade de formar colénias. E possivel que ap0s esse tempo, a expressao da
proteina APE1l tenha sido restabelecida. Um efeito ainda mais acentuado foi
observado nas células T98G silenciadas, com uma queda na formacao de colbnias
de 63,1%, correspondendo a cerca de trés vezes em relagcdo ao obtido no
tratamento com a TMZ (21%). Desta forma, as células transfectadas com o siRNA
para APE1 e tratadas com a TMZ mostraram um maior efeito anti-proliferativo em
relacdo ao tratamento com a droga isoladamente. Na linhagem U87MG o
silenciamento n&o provocou reducdo da proliferacdo, da mesma forma que na
sobrevivéncia clonogénica avaliada apdés 10 dias. Entretanto, nessas células
silenciadas e tratadas, a queda na sobrevivéncia clonogénica foi praticamente
devida ao tratamento com a TMZ, ndo sendo influenciada pelo silenciamento de
APEL1. Vale ressaltar que as células U87MG se mostraram mais sensiveis a TMZ em
comparacao as células T98G, que se mostraram resistentes, conforme demonstrado
no ensaio de sobrevivéncia clonogénica, no qual varias concentracbes da droga
foram testadas. Interessantemente, as células T98G foram sensibilizadas ao
tratamento com a TMZ pela redugéo na expressao de APEL1.

Em gliomas, o aumento na atividade de APEL foi relatado como sendo um
marcador da tumorigénese glial, provavelmente devido, em parte, em resposta ao
aumento do metabolismo oxidativo (Bobola et. al., 2001), o qual pode contribuir para

a resisténcia intrinseca aos agentes alquilantes (Silber et al., 2002). Segundo Fung e
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Demple (2005), mesmo na auséncia de danos exdgenos no DNA, o siRNA dirigido
contra o gene APE1 em células humanas (células linfoblastoides, cancer de cdélon e
mama) resultou em uma diminuicdo na proliferacdo acompanhada da elevacédo de
sitios AP e aumento dos niveis de apoptose. Esse fato esta de acordo com nossas
observacgfes quanto a reducdo da proliferacdo obtida na linhagem T98G silenciada
avaliada até trés dias. E possivel que o silenciamento desse gene (o qual participa
no reparo via BER) possa ter ocasionado falha nas respostas de defesa das células
T98G, causando uma reducdo da proliferacdo ou morte celular devido aos niveis
elevados de danos basais néo reparados na auséncia de APE1, o que n&o ocorreu
na linhagem U87MG. De forma semelhante, os danos causados pela TMZ, os quais
nao foram corrigidos pelo reparo via BER (supostamente devido ao silenciamento de
APEL1), possam ter levado ao bloqueio da duplicacdo ou a morte dessas células,
visto que a TMZ pode ter causado a inducdo de sitios AP n&o reparados. Sabe-se
qgue sitios AP ndo adequadamente processados, podem gerar SSBs e DSBS no
DNA, aumentando a citotoxicidade para as células em divisao (Taverna et al., 2001;
Drablos et al., 2004), o que pode ter ocorrido nessas células. Mesmo considerando a
possibilidade de que a expressdo de APEL tenha sido restaurada em 10 dias, os
danos causados pela TMZ podem ter sido irreversiveis nas células T98G
silenciadas, ocasionando reducéo da capacidade reprodutiva das mesmas.

A divergéncia observada nas respostas entre as linhagens pode ser explicada
pelo fato de as mesmas apresentarem alteracdes genéticas diferentes; por exemplo,
o0 gene TP53 encontra-se mutado na linhagem T98G, sendo selvagem na linhagem
U87MG (Ishii et al., 1999). Foi demonstrado que o gene TP53 selvagem (mas néo a
forma mutada) regula negativamente a expressao de APE1 em células de carcinoma
de colon HCT116 (Zaky et al., 2008). Esses mesmos pesquisadores, usando ensaio
de imunoprecipitacdo de cromatina (Chromatin Immunoprecipitation - ChIP assay),
demonstraram que a proteina TP53 se liga ao promotor de APE1, indicando que sua
repressdo ndo € mediada via ligacdo direta a elementos cis regulatorios, mas
envolve o direto recrutamento dessa proteina por outros FTs (possivelmente Spl).

Esses achados séo interessantes, pois TP53 atua como um fator pro-
apoptético na resposta celular ao estresse; por outro lado APE1 é uma proteina pro-
sobrevivéncia, cuja funcdo de reparo do DNA é essencial para proteger as células
contra danos oxidativos. Provavelmente, as células utilizam a TP53 para controlar

negativamente a expressao de APE1l em resposta a danos no DNA (Bhakat et al.,
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2009). Também é conhecido que a linhagem U87MG nao apresenta a atividade da
enzima MGMT, principal mecanismo de resisténcia a TMZ, ao contrario da linhagem
T98G (Hermisson et al.,, 2006). Interessantemente, a linhagem T98G, que é
altamente resistente ao tratamento com a TMZ, mostrou-se sensibilizada perante o
silenciamento do gene APEl e tratamento com a droga, com consequente
interrupcéo da via BER de reparo. Esse fato ocorreu independentemente do principal
mecanismo de reparo associado a resisténcia ao tratamento com a TMZ, o reparo
MGMT, outro mecanismo regulado negativamente por TP53 (Harris et al., 1996;
Grombache et al.,, 1998; Srivenugopal et al.,, 2001). Dessa forma, existe a
possibilidade de que em resposta aos danos causados pela TMZ nas células
U87MG, a TP53 provavelmente regula a expressdao de APE1l, o que tornou
indiferente a reducdo da expressao dessa proteina, mesmo que parcial, resultando
em uma auséncia de resposta como observado no ensaio de proliferagcdo e
sobrevivéncia clonogénica.

O efeito anti-proliferativo observado nas células T98G silenciadas e tratadas
pode ter sido consequéncia de uma maior inducdo de danos no DNA. Nos
experimentos de ensaio cometa, foi observada uma maior porcentagem de danos
nos tempos de zero e seis horas (mais acentuado) apés o tratamento com a TMZ
nas células T98G silenciadas, o que nao foi notado no outros grupos de tratamento.
Esses dados sdo compativeis com os relatados por Danson e Middleton (2001), os
quais observaram que em cinco horas apos o tratamento, a TMZ causou 0 maximo
de quebras no DNA. Entretanto, no presente trabalho, em 24 h houve uma tendéncia
a recuperacdo desses danos. O mesmo ocorreu na linhagem U87MG, com uma
maior inducdo de danos nas células silenciadas e tratadas, nos mesmos tempos
avaliados, embora em menor nivel relativo ao observado para a linhagem T98G.
Para os grupos de tratamentos, a recuperacdo dos danos ocorreu de forma
semelhante, mesmo considerando as células silenciadas para APE1 e tratadas com
a TMZ, as quais apresentaram niveis maiores de danos. Porém, o ensaio cometa
nao indica até que ponto essa recuperacao direciona as células a sobrevivéncia, ou
se uma parte dessas pode ser conduzida a morte.

Segundo McNeill et al. (2009) a monofuncionalidade (Unico grupo reativo,
reagindo covalentemente com um unico centro nucleofilico do DNA), uma propensao
para formar adutos de N7-guanina e N3-adenina e uma baixa capacidade de gerar

modificacdes O6-guanina ou crosslinks inter/intracadeia no DNA s&o, coletivamente,
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indicadores para o potencial envolvimento de APE1 e BER em resposta a agentes
alquilantes, como é o caso da TMZ. Esse fato sugere que o aumento dos danos
provocados pela TMZ nas células silenciadas seja devido as lesfes induzidas por
essa droga, as quais nao foram reparadas devido ao silenciamento, ainda que
parcial, do gene APELl. Esse fato corrobora a observacdo de que a droga TMZ
causou um intenso recrutamento de APE1 no nucleo duas horas apés o tratamento,
como observado nos resultados de imunofluorescéncia para a linhagem T98G. Por
outro lado, devido ao silenciamento de APE1l, uma menor ou ausente marcacao
nuclear foi observada em resposta ao tratamento, evidenciando que essas lesdes
provavelmente ndo foram reparadas.

Um recente trabalho ressaltou que lesdes 3-metil-A séo tdxicas devido a sua
capacidade de bloquear diretamente a polimerizagcdo do DNA, inibindo assim a sua
duplicacdo (lyer et at., 2012) e conduzindo a efeitos de morte em GBM, sendo que
MPG (Methylpurine DNA glycosylase), a unica glicosilase que remove esse tipo de
leséo, e APE1, a principal endonuclease AP humana, sdo mediadoras da resisténcia
a TMZ em GBM, representando assim, potenciais alvos anti-resisténcia (Bobola et
al., 2012). Considerando que agentes metilantes e cloroetilantes produzem uma
diversidade de purinas N-alquil e pirimidinas no DNA, a atividade endonucleésica da
enzima APEL1 torna-se a principal entre as enzimas de reparo para esse tipo de dano
(Beranek, 1990; Ludlum, 1997), uma vez que essas bases alquiladas constituem 50
a 80% das lesdes induzidas por esses agentes. A N-alquilagdo promove a formacéo
de sitios abasicos por desestabilizar o vinculo glicosidico entre a base e a
desoxirribose (Loeb e Preston, 2000) e por criar substratos para a DNA glicosilase
que clivam as ligacbes glicosidicas em nucleotideos danificados (Krokan et al.,
2000). Essas observacbes indicam que lesdes de base predominantemente
produzidas por agentes alquilantes sdo precursoras de sitios abasicos que impedem
a sintese de DNA pela DNA polimerase replicativa levando ao bloqueio da
duplicacdo do DNA, uma fonte aparente de citotoxicidade (Loeb e Preston, 2000;
Yuan et al., 2000; Sutton e Walker, 2001). Esse fato também foi demonstrado por
estudos in vivo, em que intermediarios téxicos de BER, inicialmente tolerados pela
via de reparo homoélogo (HR - Homologous Recombination) induzem aumento de
SCE, as quais levam ao bloqueio da sintese de DNA e citotoxicidade caso néo

sejam reparados (Sobol et al., 2003).
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No presente trabalho, avaliamos se esses intermediarios toxicos do BER
induzidos pela TMZ e néo reparados devido ao silenciamento do gene APE1 foram
capazes de provocar alteracdes na cinética do ciclo celular, ou um bloqueio da
sintese de DNA. A analise da progressao das ceélulas no ciclo celular mostrou que a
TMZ administrada as culturas de células T98G causou um acumulo significativo de
células em G2/M, independentemente da inibicdo do gene APE1, mostrando o efeito
predominantemente causado pela droga. Entretanto, o silenciamento por si préprio
causou um bloqueio na fase S, embora apenas no tempo de 72 h, sendo que efeito
semelhante ocorreu quando as células foram silenciadas e tratadas com a TMZ. A
presenca de sitios abasicos ndo reparados pode ter impedido a sintese de DNA pela
DNA polimerase, levando ao bloqueio da duplicacdo do DNA e aumento de células
na fase S. Diferentemente, na linhagem U87MG a TMZ induziu forte bloqueio em
G2/M, tanto nas células silenciadas como naquelas apenas tratadas com a droga,
embora o silenciamento de APE1l ndo tenha influenciado o bloqueio em G2/M,
havendo o predominio do efeito da TMZ.

A expressao de APE1 em células de camundongo NIH3T3 é dependente do
ciclo celular, sendo observado um maior nivel dessa proteina no inicio ou no meio
da fase S, apontando uma fungao particular de APE1 nessa fase do ciclo celular
(Fung et al., 2001). De forma semelhante, Fishel et al. (2008) utilizaram o SiRNA
para o gene APE1 em células tumorais de ovario (SKOV3x) e, na auséncia de danos
exdgenos, demonstraram uma inibicdo do crescimento celular, sugerindo que o
knockdown desse gene retarda a progresséo das células aumentando a extensao da
fase S, também avaliada em trés dias, da mesma forma que em nosso estudo.
Interessantemente, as células T98G, resistentes a TMZ, ndo foram capazes de
sofrer bloqueio em G2/M da mesma forma que as ceélulas U87MG (sensiveis a
droga).

Com relacéo aos efeitos da TMZ em células de glioma, foi relatado que essa
droga induz bloqueio em G2/M do ciclo celular dependente de TP53 seguido por
senescéncia (Tentori et al., 2002; Hirose et al.,, 2001), ou ainda uma via
independente de TP53, conduzindo a catastrofe mitética (Hirose et al., 2001). Como
mencionado TP53 ndo é necessario para induzir bloqueio em G2/M, porém esse
determina a duracdo desse bloqueio, acompanhado de alteracbes minimas na

1Wafl

expressdo de TP53 ou p2 (Hirose et al.,, 2001). Logo, é possivel que as

alteracdes genéticas intrinsecas a cada linhagem revelem respostas diferentes para
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0S mesmos tratamentos, principalmente quanto a proficiéncia do gene TP53 na

linhagem U87MG, ja que este atua bloqueando o ciclo em G2/M via p21"a

(Bunz et
al.,, 1998; Winters et al.,, 1998) e que nessa linhagem, esse bloqueio foi
extremamente elevado, sobrepondo-se aos efeitos da expressao reduzida de APEL.
Foi relatado que a reducao da expressao de APE1 resultou em taxas de proliferagao
diminuidas, havendo a recuperacdo quando a expressao desse gene foi restaurada,
demonstrando que essa proteina € vital para a propagacédo de sinalizacdo de
crescimento e, em certos tipos de células, resulta em morte celular por apoptose
(Yang et al., 2007; Zou et al., 2007; Fung e Demple, 2005). Nesse contexto, no
presente trabalho, o silenciamento de APE1 associado ao tratamento com a TMZ na
linhagem T98G induziu um aumento nos niveis de apoptose (analisada pelo
conteudo sub-G1 e pela deteccdo de células positivas para anexina V). O
monitoramento por trés dias avaliado pelo conteddo sub-G1, um indicativo de
apoptose, revelou uma maior inducdo desta nas células T98G transfectadas e
tratadas com a TMZ, verificada a partir de 24 h apds o término do tratamento, sendo
que a transfeccdo com o SiRNA-APEl1 e o tratamento com a droga, ambos
isoladamente, exerceram um efeito em menor grau. Células apoptéticas (detectadas
como anexina V-positivas) atingiram o maximo de 27,3% apés trés dias do
tratamento, permanecendo até 10 dias, porém em menor intensidade.
Diferentemente, nas células da linhagem U87MG silenciadas e tratadas com a TMZ,
0 aumento da fragmentacdo ocorreu em menor nivel e apenas em 72 h, conforme
avaliado por ambas as metodologias; no entanto, a TMZ também mostrou efeitos na
inducdo de apoptose, embora em menor grau. As duas metodologias avaliadas
mostraram a mesma tendéncia dos resultados, porém, o método de deteccao pela
anexina V apresenta uma maior especificidade no sentido de detectar apoptose
(inicial e final), relativamente ao método de andlise do contetdo sub-G1 (que detecta
apenas fragmentacdo do DNA); assim, foram demonstrados niveis mais elevados de
inducdo de apoptose em trés dias. Conjuntamente, os resultados obtidos mostraram
que o silenciamento do gene APE1 (alcancado pela transfeccdo do siRNA-APE1)
associado ao tratamento com a TMZ nas células T98G induziu um aumento
moderado nos indices de apoptose, sendo esta continua ao longo dos dias que
sucederam o tratamento. Entretanto, no caso dos ensaios realizados nas células
U87MG, os dados mostraram que a apoptose nao deve ser o principal mecanismo

de morte celular, visto a baixa indu¢do observada nessas células.
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Yang et al. (2007) também demonstraram que a redugcdo da expressdo de
APEL1 induziu morte celular por apoptose na presenca de danos exdgenos, além de
resultar em um lento crescimento, o que corrobora 0s nossos resultados. Assim, a
inducdo de apoptose nas células T98G silenciadas e tratadas com a TMZ pode ter
exercido uma influéncia no sentido de reduzir a proliferagdo e sobrevivéncia
clonogénica, conforme observado nessas células. Outros trabalhos também
demonstraram a inducdo de apoptose em condicfes de reduzida expressdo de
APE1 e tratamento com outros agentes, como a cisplatina (Wang et al. 2009),
gemcitabina (Xiong et al. 2010), bleomicina (Fung e Demple, 2011) e radia¢cédo (Chen
et al, 2013). Nesse Uultimo trabalho, foi relatada uma elevacdo dos indices
apoptoticos, em torno de 16%, apds knockdown de APE1 em resposta as radiacdes
em células de cancer pancreético, valores similares ao observado no presente
estudo.

Com a finalidade de confirmar a presenca de danos no DNA nos grupos de
tratamentos e correlaciona-los com a inducdo de morte celular nos tempos
estudados, determinamos os niveis de expressdo de H2AX fosforilada (YH2AX).
Estes foram maiores nas células T98G transfectadas e tratadas com a TMZ, em
relacdo as células somente tratadas apoés trés e cinco dias. Nesse ultimo tempo, o
aumento da expressao de yH2AX teve correlagdo com uma pequena elevagédo na
expressdo de caspase-3 clivada, sugerindo que os efeitos da combinacéo
persistiram até esse tempo, levando a formacdo de DSBs no DNA, sendo
acompanhados pela inducdo de apoptose. No entanto, nas células U87MG, a
indugdo de yH2AX ocorreu em menor intensidade, mas n&o se observou um
aumento nos niveis de caspase-3. Foi relatado que sitios AP incompletamente
reparados quando MX foi associado a TMZ também induziram um aumento da
expressdo de yH2AX devido a elevacdo dos niveis de SSBs e DSBs, que por sua
vez, levaram & morte celular por apoptose (Taverna et al., 2001; Rinne et al., 2004;
Fishel et al., 2007).

A proteina H2AX atua como um sensor de quebras de fita dupla no DNA; na
presenca dessas lesdes no DNA, H2AX é fosforilada e se liga as quebras,
sinalizando essas lesbes e facilitando o recrutamento da maquinaria de reparo do
DNA e de remodeladores da cromatina, 0 que permite restaurar a integridade
gendmica (Kuo e Yang, 2008; Srivastava et al., 2009). Interessantemente, uma

elevacao dos niveis de H2AX fosforilada em trés dias nas células T98G correlaciona
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com o bloqueio na fase S. Ewald et al. (2007) também relataram em células
submetidas a tratamento com gemcitabina uma correlacéo entre a fosforilagdo de
H2AX, interrupcdo da sintese de DNA, bloqueio na fase S e a ativacdo de proteinas
de checkpoint dessa fase. Essa indugcdo também sugere que a persisténcia das
lesbes de base podem ter gerado DSBs, possivelmente devido a auséncia de
processamento dessas lesdes por APEL, elevando assim os niveis de yH2AX. No
presente trabalho, em especial no caso das células T98G, também foi possivel
correlacionar a inducdo de yH2AX com a inducdo de caspase-3, indicando a
associacdo entre a inducdo de quebras e a indugcdo de morte por apoptose.
Entretanto, nas células U87MG a inducédo de yH2AX pode estar relacionada a outros
eventos celulares, diferentes dos observados nas células T98G.

Estudos envolvendo o silenciamento do gene APEl em linhagem de
osteosarcoma mostraram uma maior sensibilidade as radiagfes e ao tratamento com
MMS, H,0O,, agentes alquilantes e oxidantes, com base nos resultados de indugao
de apoptose provavelmente resultante da reducdo da atividade de endonuclease
desse gene (Wang et al., 2004). Em células HelLa, o silenciamento do gene APE1
induziu apoptose pela via intrinseca por comprometimento da membrana
mitocondrial e liberacdo de citocromo c e AlIF (Vascotto et al.,, 2009a), porém, em
ambos os trabalhos néo foi utilizada a TMZ como tratamento.

N&o existe um consenso na literatura sobre os mecanismos de inducao de
apoptose em GBMs, mas em geral, esses tumores apresentam resisténcia a esse
tipo de morte (Krakstad e Chekenya, 2010). Roos colaboradores (2007) mostraram
que células de glioma sofrem apoptose dependente da concentracdo e tempo de
tratamento com agentes metilantes, e que esta é dependente do status do gene
TP53 (selvagem ou mutado). Segundo esses autores, células de glioma mutadas
para TP53 sofrem apoptose pela ativacdo da via mitocondrial, antecedida pelo
declinio da expressdo de BCL-2 e ativagdo de caspase-9 e -3. Contudo, segundo
esses autores, células com TP53 selvagem sofrem apoptose via receptor
Fas/CD95/Apo-1, com ativacdo de caspase-8. Dessa forma, a falta de expressao de
caspase-3 nas celulas U87TMG pode provavelmente ser explicada pelo status
selvagem de TP53 nessas células.

Por outro lado, outros autores relataram que a TMZ induz autofagia, mas nao
apoptose (Kanzawa et al., 2004). Entretanto, foi relatado que células de gliomas, em

resposta ao tratamento com a TMZ, sofrem autofagia seguida de senescéncia ou
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apoptose de forma tempo-dependente, com uma complexa interagdo entres 0s
mesmos, sendo a decisdo de morte ou sobrevivéncia dependente do balancgo entre
esses mecanismos. Porém, esses efeitos sdo abolidos em células que expressam
MGMT, sugerindo que leses O6-metil-G sdo responsaveis por induzir autofagia
nessas células (Knizhnik et al., 2013). Assim, a inducdo de morte autofagica também
foi avaliada nas linhagens T98G e U87MG. Em nosso estudo, os resultados
indicaram que a transfecg¢ao do siRNA de APEL1 e tratamento com a TMZ induziu um
acreéscimo de 3,8 vezes na porcentagem de células T98G autofagicas, nao induzida
pela TMZ, determinada em cinco dias. Nesta linhagem, a autofagia contribuiu para a
eliminacdo dessas células, adicionalmente a apoptose, justificando a reducdo de
63,1% na sobrevivéncia clonogénica observada nas células T98G silenciadas e
tratadas. Diferentemente, ndo houve inducdo de autofagia nas ceélulas UB7MG,
resultado compativel com os obtidos por Knizhnik et al. (2013), embora essa
linhagem nédo apresente MGMT.

Knizhnik et al. (2013) consideram a autofagia como um mecanismo
citoprotetor universal contra agentes causadores de danos no DNA, que também foi
recentemente proposto em células de hepatoma (Chen et al., 2011). Assim, Knizhnik
et al. (2013) demonstram que a autofagia precede a apoptose de maneira a
promover sobrevivéncia induzindo senescéncia. Contudo, Palumbo et al. (2012)
demonstraram em células T98G um aumento da sensibilizacdo em resposta ao
tratamento com TMZ e radiacdo através da inducdo de autofagia. Com base nesse
trabalho, é possivel que outras lesdes, diferentes das O6-metil-G, também possam
induzir esse tipo de morte, visto que a autofagia foi observada na linhagem T98G
que apresenta expressdao de MGMT. Assim, nesse presente estudo a inducdo da
autofagia pode ter ocorrido no sentido de sensibilizar as células T98G por lesdes de
bases nao reparadas devido ao silenciamento de APEL.

Existem estudos de silenciamento do gene APE1 em células HelLa, glioma de
ratos e carcinoma de pulméo relacionando a expressdo desse gene com a
resisténcia celular a uma variedade de agentes, como por exemplo, agentes
alquilantes e oxidantes, bem como radiacdes ionizantes (Chen e Olkowski, 1994;
Ono et al., 1994; Walker et al., 1994; Evans et al.,, 2000; Wang et al., 2004). No
entanto, ndo € conhecido ainda se a maior sensibilidade das células a estes agentes

€ de fato resultante da perda da funcdo de reparo do DNA por APE1, ou da sua
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atividade de reducdo. Em gliomas, néo foi descrito até o presente nenhum estudo de
silenciamento de APE1 associado ao tratamento com o agente TMZ.

Uma melhor compreenséao sobre o papel de APE1 seja pela sua funcéo redox
ou de reparo DNA, na resisténcia dos GBMs ao tratamento é importante, na busca
de terapias mais eficazes. Como j& mencionado, além da funcdo de reparo do DNA,
APE1 também atua como fator de reducao, afetando as atividades de ligacao de FTs
ao DNA, tais como AP-1 (FOS/JUN), NFkB, HIF-1a, CREB, HLF, TP53, entre outros,
mantendo-os em um estado reduzido ativo, podendo atuar na promocgado e
progressdo do cancer (Evans et al., 2000; Merluzzi et al., 2004; Tell et al., 2005).
Tais informac0des justificaram o presente estudo sobre a influéncia da reducéo da
expressao de APE1 nesses processos.

APE1 aciona de forma redox dependente a via NFkB, por ativar a capacidade
de p50 de se ligar ao DNA (Nakamura et al., 1997), além de estabilizar HIF-1a de
forma a ativar HIF-1 (Huang et al., 1996). O inibidor E3330, uma pequena molécula
que inibe a atividade redox de APE1, mostrou um bloqueio na ativacao da ligacdo de
FTs, tais como NFkB e HIF-1a (Luo et al., 2008; Fishel et al., 2011), indicando que o
decréscimo da ligagdo dessas proteinas ao DNA ocorre devido ao bloqueio da
conversdo de um estado oxidado para reduzido promovido por APE1 (Luo et al.,
2008). O nivel celular de HIF-1a e sua estabilizacdo redox por APE1 s&o criticos
para sua translocacdo nuclear, ligagdo ao DNA e atividade transcricional (Wang e
Semenza, 1993; Huang, 1996). Assim, a inibicdo da sua ligacdo ao DNA pode
apresentar potencial clinico, pelo fato de HIF-1a regular genes envolvidos na
progressdo tumoral, angiogénese e vasodilatacdo (Powis e Kirkpatrick, 2004). O
RNA mensageiro (mMRNA) de HIF-1la é constitutivamente expresso, porém, sua
proteina é rapidamente degradada sob condi¢cées de normoxia (Wiener et al., 1996;
Jiang et al., 1996), o que justifica a falta de expressao dessa proteina no presente
estudo, conforme avaliada por Western blotting.

Outro alvo de APEL, o FT NFkB, € ativado através de muitas vias diferentes,
ocorrendo uma complexa resposta génica, com a expressdo de centenas de genes
pertencentes as familias génicas especificas, incluindo um grande numero de
membros funcionalmente relacionados com a resposta imune e inflamatoria,
proliferacédo celular, invaséo, diferenciacéo, entre outros (Montovani, 2010; Tafani et
al., 2013). Devido ao seu papel critico nesses processos, tem sido implicado no

processo de carcinogénese (Baldwin, 2001; Bharti e Aggarwal, 2002; Pereira e
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Oakley, 2007; Montovani, 2010). O gene NF«B é de grande interese no estudo do
cancer, em especial nos gliomas, devido ao fato de sua expresséo constitutiva estar
associada com o potencial maligno de tumores astrociticos (Tsunoda et al. 2005),
permanecendo constitutivamente ativado em linhagens de GBM e em células de
culturas primarias, desempenhando um papel critico na capacidade de invasdao em
gliomas (Raychaudhuri et al., 2007).

No processo de invasédo, o evento chave para degradar a barreira fisiologica
do tecido e iniciar o processo € basicamente controlado pelos genes HIF-1a e NFkB
(Tafani et al., 2013). E bem conhecido que em tumores malignos, ocorre a
desregulacdo da relacdo das atividades de MMP (Matrix metalloproteinases) e
TIMPs (Tissue-localized inhibitors of metalloproteinases), com um ganho de funcéo
de atividade proteolitica das MMP sobre a membrana basal e de proteinas de matriz
extracelular, sendo tais alteracdes correlacionadas ao potencial invasivo das células
tumorais (Tobar et al., 2010; Tafani et al., 2013).

Considerando o papel de NFkB e HIF-1a na regulacéo da invaséo, estudamos
os efeitos do silenciamento do gene APE1l nesse processo. Nesse ensaio
observamos uma reducao de 74,3% na invasdo das células T98G transfectadas com
SiRNA-APE1 em relacdo as células SCR, evidenciando um possivel efeito de APE1
na regulacéo da invaséo, Entretanto, o tratamento somente com a TMZ resultou em
um efeito semelhante nessas células. Na linhagem T98G transfectadas e tratadas
com a TMZ, a reducéo foi 14% maior em relacdo ao tratamento somente com a
TMZ, mostrando possivelmente um efeito aditivo da droga. Curiosamente, na
linhagem U87MG, a acdo da combinacdo do silenciamento com o tratamento foi
mais eficaz em reduzir a proporcao de células invasivas (63,1% de reducéo), o que
nao ocorreu com as células somente transfectadas com o siRNA-APE1 ou apenas
tratadas com a droga. Interessantemente, a linhagem U87MG apresentou maior
eficacia quanto ao silenciamento de APE1l (76,7% de reducdo na expressao
proteica) em relacdo as células T98G (46,4%) no tempo em que foi avaliada a
capacidade de invasédo (96 h), sugerindo que a combinacdo do silenciamento de
APE1 e tratamento com a TMZ de alguma forma influenciou essa resposta, o que de
forma geral ndo ocorreu para os demais parametros analisados para U7MG.

Um relato recente mostrou que MGMT é capaz de regular negativamente o
processo de invasdo (Chahal et al., 2012), de forma que células que apresentam a

atividade da enzima MGMT sdo menos invasivas. Assim, as células U87MG
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(deficientes para atividade da enzima MGMT) se mostraram altamente invasivas,
sendo que esse processo foi revertido pela reducdo na expressédo de APE1l e
tratamento com a TMZ, o que requer um estudo mais detalhado sobre o papel de
outros genes nesse processo.

Como APE1 atua de maneira a provocar mudancgas poés-traducionais em seus
FTs alvos (NFkB e HIF-1a), foi proposto averiguar os genes regulados pelos
mesmos, 0S quais poderiam gerar informacgdes sobre a atividade de ligacdo desses
FTs ao DNA. Dessa forma, foram avaliados os genes COX2 e VEGF, genes alvos de
NFkB e HIF-1a, respectivamente, em resposta ao silenciamento de APE1l e/ou
tratamento com a TMZ. O silenciamento isoladamente n&o alterou os perfis de
expressdo dos genes COX2 e VEGF. O tratamento com a TMZ causou uma
repressao de ambos os genes, a qual foi independente do silenciamento de APE1
na linhagem T98G. Diferentemente, nas células U87MG, o tratamento com a droga
nao afetou significativamente a expressao de COX2, porém, levou a inducédo de
VEGF. Nessas células, o silenciamento e tratamento com a TMZ reduziu sutilmente
a inducdo da expressdo de VEGF, porém significativa. Em conjunto, esses
resultados evidenciam somente um efeito da TMZ sobre a expressao desses genes,
ndo sendo possivel estabelecer uma correlagdo direta com o silenciamento de
APEL.

Como um FT classico relacionado ao estresse oxidativo, a ativagcdo do HIF-1
requer a expressao de HIF-1a e sua heterodimerizacdo com HIF-1p (Hofer et al.,
2001) levando a expresséao de genes-alvo como VEGF, HO-1 (Heme Oxygenase 1)
e PDGF (Platelet-Derived Growth Factor), que aumentam a sobrevivéncia celular
apo0s o estresse oxidativo. APE1l participa desse processo pela regulacdo da
atividade transcricional de HIF-1a através de seu dominio redox. Estudos
envolvendo o knockdown de APE1 mostraram uma reducao da atividade de ligacdo
de HIF-1, seguida de repressao transcricional de VEGF sob terapia fotodinamica
(PDT) em carcinoma de pulmao de células ndo pequenas (NSCLC - Non-Small-Cell
Lung Carcinoma) (Yang et al, 2010). N&o existem relatos na literatura de estudos
envolvendo a resposta desse gene ao silenciamento de APE1 e tratamento com a
TMZ, mas somente trabalhos mostrando a influéncia dessa droga. Fisher et al
(2007) menciona sua inducdo apos tratamento com a TMZ em células de glioma
U251 e UB7MG. Contraditoriamente, outros autores demonstraram que a TMZ nao

induz a expressao, porém proteica, de VEGF em células de glioma U251 (Lu et al.,
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2012). No presente trabalho mostramos que o silenciamento de APE1l néo
influenciou a expressao de VEGF e que as linhagens responderam diferentemente a
droga TMZ, com repressao e inducéo transcricional nas linhagens T98G e U87MG,
respectivamente.

NFkB regula COX2 através de dois sitios de ligacdo presentes nesse gene
(Tazawa et al, 1994). In vitro, a inibicdo dessa proteina mostrou atenuar a expressao
de COX2 em células de céancer colorretal, indicando que NFkB pode ter um papel
importante na inducdo desse gene (Plummer et al, 1999; Williams et al, 2003). Mais
especificadamente, Charalambous et al. (2009) relataram que a expressao de COX2
esta associada a inducéo de p65, porém ndo de IKKa ou p50, conforme observado
em células estromais malignas e normais circundante do tecido colorretal.

Como mencionado, da mesma forma que o gene VEGF, COX2 também nao
sofreu alteracdes induzidas pelo silenciamento, mas apenas pela acdo da TMZ nas
células T98G, ndo sendo alterado nas células UB7MG. Em resposta ao tratamento
com a TMZ, foi relatada a repressao de COX2, sendo que esse efeito ndo envolve a
acdo sobre residuos redox sensiveis, conforme demonstrado com o0 uso
concomitante de agentes redutores, ou de fosforilacdo de p65. No entanto, a TMZ
atua no dominio de transativacdo COOH-terminal de p65, resultando em uma
mudanc¢a molecular conformacional que bloqueia sua ligacdo ao DNA, dessa forma,
impedindo a ligacdo de NFkB ao promotor de COX2, bem como de BcL-XL (Yamini
et al., 2007). Por outro lado, Schmitt et al. (2011) mostraram que a TMZ bloqueia a
atividade transcricional de NFkB em células de GBM, por fosforilar a subunidade p50
na serina 329, impedindo a ligacdo dos dimeros de NFkB ao DNA. Entretanto, em
nosso trabalho, as células silenciadas e tratadas (T98G e U87MG) mostraram um
aumento na expressdo da proteina p65 fosforilada na serina 536 em relacdo as
células somente tratadas com a TMZ em trés e cinco dias do tratamento, o que néo
foi observado nas células somente silenciadas ou no controle SCR, indicando um
efeito da combinacéao (silenciamento de APE1 e tratamento com a droga) na inducao
dessa subunidade. Assim, a suposicdo de que p65 é responsavel por induzir a
expressdo de COX2 nao foi mostrada nesse presente estudo nas células silenciadas
e tratadas, contrariando o trabalho de Charalambous et al. (2009), embora nédo tenha
sido indicado o sitio de fosforilacdo, mas somente a proteina ativa. No entanto, a

(ser536)

TMZ causou apenas uma leve expressdo de p65 . Com base na literatura

mencionada acima e os resultados obtidos no presente estudo, é possivel que o
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efeito da TMZ, como mencionado Schmitt et al. (2011), e de APEL, que atua sobre
p50 (Nakamura et al.,, 1997) sejam predominantemente relacionados a essa
subunidade, o que merece ainda ser investigado.

A fosforilagdo de p65 ocorre dentro do complexo citosolico NFkB/IKB, o qual
facilita a importacdo nuclear de p65 fosforilado (Mattioli et al., 2004), sugerindo que
essa fosforilagdo pode ser um evento citoplasmatico, critico para sua subsequente
funcdo nuclear de ativar NFkB in vivo (Wang et al., 2006). Drogas tais como
doxorubicina ou etoposido sdo capazes de ativar NFkKB via TP53, sendo a
fosforilacdo da serina 536 de p65 mediada por RSK-1 (Ribosomal protein S6 kinase
alpha-1) (Bohuslav et al., 2004). Em células de meduloblastoma e GBM que néo
apresentam TP53 funcional, nenhuma fosforilacdo de p65 foi detectada sob
tratamento com etoposido (Meley et al., 2010), diferentemente dos nossos
resultados, mas deve ser considerado que as drogas sao distintas, com mecanismos
de acdo diferentes. Por outro lado, Markiewicz-Zukowska et al. (2013) n&o
observaram alteracées na expressao de p65 na linhagem U87MG sob tratamento
com a TMZ; porém, nesse estudo nao foi verificada a proteina fosforilada, ndo sendo
também realizado o silenciamento de APE1. Outra abordagem para a inducao de
p65 foi recentemente relatada. Li et al. (2012) demonstraram ativacdo de p65©¢"=®
induzida por t-AUCB (um inibidor de sEH - soluble epoxide hydrolase) associada a
reducdo do crescimento de células de GBM U87MG e U251, o que oferece apoio ao
observado em nosso trabalho quanto a expressdo aumentada dessa proteina.

O efeito de NFkB em tumores sdo complexos e ambivalentes, sendo possivel
que tanto a sua inibicdo quanto a ativagcdo possam promover a carcinogénese (Seitz
et al., 1998; Li et al., 2012) que envolve vérias etapas (Zhong et al., 2002). E
conhecido que homodimeros p50 existem no ndcleo de células ndo estimuladas
(Kang et al.,, 1992 e Ten et al., 1992; Zhong et al, 2002) e esses foram
demonstrados se associarem a histonas desacetilases (HDAC-1 - Histone
Deacetylases-1), ligando-se ao DNA e reprimindo a expressdo génica dependente
de NFkB. Quando ocorre estimulacdo, heterodimeros p50/p65 contendo p65
fosforilada entram no ndcleo e liberam p50/HDAC-1 ligada ao DNA, podendo
associar-se com o0 co-ativador transcricional CBP/p300 (Zhong et al., 2002).
Contudo, ainda ndo € conhecido se a ativacdo de NFkB esta associada a um tipo

especifico de tumor ou a algum estagio da carcinogénese.
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Deve ser enfatizado que a p65 fosforilada na serina 536 nas células
silenciadas para APEL e tratadas com a TMZ nao é suficiente para indicar que a via
NFkB esteja ativada, visto que o gene APE1 regula a subunidade p50, que na forma
homodimérica reprime a transcricdo (Zhong et al.,, 2002). Da mesma forma,
heterodimeros p65/p50 poderiam ainda estar presentes no citoplasma, de forma a
ndo exercer seu papel na regulacdo da transcricdo. Em apoio a essa hipotese, 0s
residuos cis62 de p50, os quais sao seletivamente reduzidos por APE1 no nucleo,
constituem um pré-requisito necessario para a ativacdo in vivo de NFkB (Nishi et al.,
2002). Adicionalmente, APE1 é capaz de aumentar a capacidade de ligacdo ao DNA
apenas quando p50 esta presente no complexo NFkB (Shimizu et al., 2000), além de
aumentar a atividade de ligacdo de membros da familia Rel, p52 e c-Rel, porém, néo
de p65 (Ando et al., 2008). Curiosamente, E3330 (inibidor redox de APE1) também
nao afeta outros passos de ativacdo de NFkB, incluindo a degradacdo de kB e
fosforilacdo de p65 (Hiramoto et al., 1998). Assim, uma reducdo na expressao de
p65 fosforilada pelo silenciamento de APE1 combinado ao tratamento com a TMZ
nao € necessariamente esperada.

Conforme exposto, 0s mecanismos envolvidos na ativacédo ou bloqueio da via
NFkB pela TMZ ou por APE1l sdo ainda pouco compreendidos, pela natureza
complexa das vias de sinalizacdo. Porém, pelo menos quanto a atividade redox de
APE1, concluimos que essa nao foi de fato alterada pelo silenciamento ou foi
suprimida pelo efeito causado pela TMZ. Também deve ser considerada a
possibilidade de que certo nivel de APE1 ainda presente nas células pode continuar
a exercer seus efeitos. Foi relatado que a atividade de chaperona redox de APE1,
que envolve a direta interacdo dessa proteina com FTs, nao requer altas
concentracOes de APE1 para exercer seus efeitos (Ando et al., 2008). Esses autores
também concluiram que APEL tem dois efeitos distintos sobre a ligagdo de p50 ao
DNA. Em primeiro lugar, APE1 ativa p50 por ligar diretamente de forma cis-
dependente, requerendo concentracdes elevadas de APE1l. Em segundo lugar, na
presenca de GSH (Glutathione) ou Trx (Thioredoxin), APE1 também ativa p50
indiretamente, de forma cis-independente e em baixas concentragcdes. Quando
avaliamos a expressdo dos genes COX2 e VEGF, o silenciamento do gene APE1
atingiu o maximo de reducéo proteica (46,7 e 58,5%) nas células T98G e US7MG,
respectivamente, sendo possivel a existéncia de atividade redox de APEl

remanescente nas células.
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De forma geral, os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que a
expressao reduzida do gene APEL aliada ao efeito do tratamento com a TMZ foi
capaz de reduzir a proliferacdo celular e sobrevivéncia clonogénica na linhagem
T98G, possivelmente devido a um bloqueio da via BER, seguida de uma maior
exposicao das lesbes de base no DNA, induzidas pela TMZ, com consequente
inducéo de apoptose e autofagia, além de reducdo na capacidade de invasédo celular
com efeito incrementado pela acdo da droga. Esses resultados obtidos para a
linhagem T98G indicam que o reparo via BER pode representar um fator de
resisténcia ao tratamento com esse quimioterapico, sendo que a estratégia de
inibicdo dessa via mostra-se promissora na sensibilizagdo das células tumorais
resistentes. Adicionalmente, a funcéo de reducédo de APEL néo foi significativamente
afetada pelo silenciamento, possivelmente pelo fato de o silenciamento ter sido
parcial, o que constitui uma limitacdo da metodologia utilizada. Interessantemente,
observou-se um maior recrutamento de APE1l no ndcleo das células T98G
promovido pelo tratamento com a TMZ, sendo que o silenciamento de APE1 reduziu
ou praticamente neutralizou esse efeito.

Entretanto, ensaios semelhantes realizados com as células da linhagem
U87MG mostraram que estas ndo foram sensibilizadas pelo silenciamento de APE1
e tratamento com a droga, exceto no caso da invasdo, provavelmente pelo fato
dessas células serem mais sensiveis ao tratamento com a TMZ, o que é compativel
com a deficiéncia da enzima MGMT e proficiéncia da proteina TP53.

Devem ser também considerados outros mecanismos de regulacdo, ndo
abordados neste trabalho, que envolvem a participacdo de APEL, os quais podem
também ser afetados pelo silenciamento desse gene conjuntamente ao tratamento
com a TMZ. Recentemente, foi demonstrado que APEL1 altera os perfis de expresséo
de miRNAs em células de osteosarcoma, alterando a expressdo génica via fatores
de transcrigdo, regulando uma série de genes envolvidos em VAarios processos
celulares, de desenvolvimento e sinalizac&o celular (tais como TGF-3, Wnt, MAPK e
TP53) (Dai et al., 2013).

Em conjunto, os resultados do presente trabalho indicam que a estratégia de
inibicdo de BER visando uma sensibilizagdo das células de GBM mostrou-se
potencialmente viavel, mas restrito as células de GBM resistentes a TMZ (linhagem
T98G). Os resultados dos ensaios realizados para a linhagem U87MG

demonstraram que para essas células, as quais sdo sensiveis a TMZ, o
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silenciamento de APEL praticamente ndo exerceu um efeito de sensibilizacdo das
células tumorais. Assim, as caracteristicas genéticas de cada linhagem de GBM séo

cruciais para as respostas apresentadas pelas células aos tratamentos empregados.



Conclusoes
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que:

O silenciamento de APE1 em células T98G tratadas com a TMZ causou uma
gueda acentuada na proliferacdo e na sobrevivéncia clonogénica (63,1% de
reducdo), comparativamente as ceélulas tratadas somente com a TMZ.
Diferentemente, nas células U87MG, a TMZ exerceu efeito predominante na
reducdo da capacidade clonogénica (58%), ndo sendo observados efeitos
devidos ao silenciamento de APEL.

Um maior recrutamento de APE1 no nucleo das células T98G foi promovido
pelo tratamento com a TMZ; entretanto, o silenciamento de APE1 reduziu ou
praticamente neutralizou esse efeito, indicando que falhas no reparo das
lesbes induzidas pela TMZ devam ser responsaveis pelo aumento da

citotoxicidade causada pela droga.

O tratamento com a TMZ nas células T98G e U87MG silenciadas para APE1
induziu um aumento significativo de danos no DNA logo apds o final do
tratamento (zero hora) e apods seis horas, sendo esses danos recuperados até
24 h. Embora o ensaio cometa nado indique até que ponto essa recuperacao
direcione as células a sobrevivéncia, ou se uma parte destas pode ser
conduzida a morte, os dados indicaram uma maior sensibilizacdo das células

silenciadas para APEL e tratadas com a TMZ.

A droga TMZ causou um bloqueio em G2/M em ambas as linhagens celulares
(T98G e U87MG), independentemente do silenciamento de APEL; entretanto,
a combinacao do silenciamento e tratamento com a droga nas células T98G
induziu um aumento significativo na propor¢cdo de células na fase S,
sugerindo que a persisténcia de danos nao reparados devido a auséncia do
reparo via BER causou um blogueio moderado na sintese de DNA. O mesmo

nao ocorreu nas células US7MG.
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A presenca de H2AX fosforilada observada em ambas as linhagens (T98G e
U78MG), apos trés e cinco dias no grupo de células silenciadas para APE1 e
tratadas com a droga evidenciou a presenca de DSBs como consequéncia da
reduzida expressdo de APEL, comprovando assim a sensibilizacdo das

células de GBM nas condicdes testadas.

O silenciamento de APE1 e tratamento com a TMZ elevaram os niveis de
apoptose em ambas as linhagens (T98G e U87MG), sendo esse efeito mais
pronunciado nas células T98G, ainda observado apés 10 dias, com uma leve
inducdo de caspase-3 em cinco dias; além disso, nas células T98G,
observou-se um aumento de 3,8 vezes na inducdo de autofagia nesse mesmo

tempo.

O silenciamento de APEL por si so foi capaz de reduzir a invaséo nas células
T98G com resultados incrementados em combinacdo com a TMZ. Nas células
U87MG, a expressdo reduzida de APE1 aliada ao tratamento com a TMZ
exerceu um forte efeito no sentido de reduzir a capacidade de invasao, o que
nao foi observado nos respectivos grupos controles isoladamente (tratamento

com a TMZ ou silenciamento do gene APEL).

Os genes COX2 e VEGF, alvos dos FT NFkB e HIF-1a (regulados por APE1),
mostraram alteracfes no padrdo de expressédo transcricional somente em
resposta ao tratamento com a TMZ, mas de forma independente do
silenciamento de APE1, com repressao de ambos os genes nas células T98G
e na US7MG; a TMZ induziu VEGF, enquanto que a expressao de COX2 nao
foi alterada, demonstrando a falta de efeito do silenciamento de APE1l no
sentido de modular os FTs, ou alternativamente, o efeito pode ter sido
mascarado pela acdo da TMZ, ja que ambos possivelmente atuam de forma

semelhante na modulacdo desses genes.

Houve maior inducdo de p65 fosforilada na serina 536 em ambas as
linhagens mediante o silenciamento de APE1 e tratamento com a TMZ em

trés e cinco dias; embora esses dados nao indiqguem que a via NFkB esteja
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ativada, podem possivelmente ser consequéncia da reducdo nas taxas de
proliferacao celular.

Em conjunto, os resultados do presente trabalho demonstraram a contribuicao
da via de reparo BER na resisténcia a TMZ, visto a sensibilizacdo alcancada
para células de GBM que séo resistentes a essa droga (linhagem T98G),
porém sendo pouco eficaz no sentido de sensibilizar as células sensiveis
(inhagem U87MG). Adicionalmente, os resultados demonstram que as
caracteristicas genéticas de cada linhagem de GBM devem ser consideradas,
visto que estas sao cruciais para as respostas apresentadas pelas células aos

tratamentos empregados.
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enhances the cytotoxic effects of temozolomide in a resistant glioblastoma cell line.
(ANEXO 1).
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Abstract

Over the last decade, a variety of treatments fabastoma (GBM) has been explored, but with
very limited success. Various DNA repair pathwaganmote resistance to temozolomide (TMZ), a
drug that is widely used in the GBM treatment. Hanag@urinic/apyrimidinic endonuclease/redox
factor-1 (APEL1/REF-1) is an essential enzyme ofoge excision repair (BER) pathway, which is
responsible for the repair of abasic sites causedxidative stress and alkylation. APE1/REF-1
also functions as a reduction factor, maintainiremgcription factors (TF) in an active reduced
state. In this study, we investigated the role thatBER pathway plays on the resistance of GBM
cells to TMZ treatment by employing tA¢?E1siRNA methodology. Our results demonstrated that
APE1knockdown, although partial, associated with TM2atment of resistant GBM cells (T98G)
was efficient in reducing cell proliferation anaibgenic survival, which appears to be due in part
to an enhanced DNA damage, as observed by thetioduaf yH2AX and S-phase arrest. These
events resulted in apoptosis and autophagy induyctvbich did not occur in a TMZ-sensitive cell
line (UB7MG). However, the APE1 redox function pably was not affected by its protein
reduction, supported by the lack of modulationG&dX-2 and VEGF transcriptional expression,
showing only effects caused by TMZ treatment. Theeace of an effect APE1 knockdown
might be due to a certain level of remaining pregenside the cell. In US7MG cell line, in which
the APE1down regulation was more efficient in reducing AfE1 protein expression, thPE1
silencing associated to TMZ treatment were captbteduce the invasiveness cell. In general, the
present results show that the strategyABE1 gene inhibition was potentially viable, supporting
the BER contribution to the TMZ resistance, sinocelar the conditions tested, a sensitization of
GBM cells was observed, with a greater effect onZitdsistant cells (T98G) and a limited effect
on the TMZ-sensitive cells (U87MG). Thus, the geneharacteristics of each GBM cell line
should be considered, since these are crucial doreésponses presented by those cells to the

treatment applied.

Keywords: APE1/REF-1gene, glioblastoma, temozolomide, siRNA, basesixairepair, DNA
damage responses.
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Introduction

Over the last decade, a variety of different treatts were explored with very limited
success (Mrugala, 2013) for patients with Glioldast (GBM). The current standard of care for
newly diagnosed GBM patients includes surgery,athdirapy and adjuvant temozolomide (TMZ)
treatment, conferring a median survival time of6ldhonths (Ohka et al., 2012). These treatments
rarely result in complete remission and are oftecompanied by adverse toxic effects in longer
surviving patients (Stupp et al., 2007). TMZ, a Brtipophilic molecule, is an orally available
monofunctional DNA alkylating agent belonging te timidazotetrazine class (Zhang et al., 2012).
The commonest site of methylation is at the N7 tamsiof guanine (N7-Methyl-G; 60-80%)
followed by the N3 position of adenine (N3-Methy]-20—-20%) and the O6 position of guanine
(06-Methyl-G; 5-10%) (zZhang et al., 2012; Fu et 2012).

Various DNA repair pathways in GBM promote resis&o induced-TMZ base lesions
(Yoshimoto et al., 2012). The major of these isrttmomeric MGMT enzyme, which operate only
restoring O6-Methyl-G (Silber et al. 2012). Howewii7-methyl-G and N3-methyl-A lesions and
abasic sites comprise more than 80% of TMZ-induestbns in DNA (Sobol and Wilson, 2001,
Tentori and Graziani 2009), which are efficientBpaired by the BER (Base Excision Repair)
pathway (Tentori and Graziani, 2009; Zhang et28112; Yoshimoto et al., 2012).

Human apurinic/apyrimidinic endonuclease/redox dadt (APE1/REF-1) is an essential
enzyme of BER pathway, which is responsible forrdpair of abasic sites caused by oxidative and
alkylation damage. In addition to its role in DNAepair, APE1l also functions as a
reduction/oxidation (redox) factor in mammals cettaintaining transcription factors in an active
reduced state, thus stimulating the DNA bindingacéty of several transcription factors (TFs) such
as AP-1 (activator protein-1 - fos/Jun), 8 (nuclear factokB), HIF-1a (hypoxia-inducible
factor 1le), CREB, TP53 and others ( Tell et al., 2009; Ltale 2010; Abbotts and Madhusudan,
2010; Kelley et al., 2012).

In cancer cells, including GBM, high expressiorelsvof APE1 have been reported, and an
altered subcellular localization of APE1 correlateish cellular resistance to chemotherapeutic
agents in several cancer cell lines (Bobola e2l01; Kelley et al., 2001; Robertson et al., 2001,
Silber et al., 2002). Targeted reduction of APEdt@n by small interfering RNA or expression of
dominant-negative APEL increases cellular sensitito ionizing radiation and alkylating and
oxidizing agents, suggesting APE1 as a potentialajeutic target in cancer cells (Wang et al.,
2009; Xiong et al., 2010; Chen et al., 2013; Gulet 2013). Similarly, inhibition of the repair
activity of APE1 by methoxyamine (MX), which carobk the DNA repair function of APE1, but

not its redox function, increases tumor cell sérgitin combination with alkylating agents such
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as TMZ (Fishel et al.,, 2007; Montaldi and Sakamdtge, 2012). Possibly, both functions of
APE1 may contribute to the resistance of cancds telchemotherapeutic agents. Although the
repair function of APE1 probably plays a directerot cell resistance, the redox function may play
an indirect role by controlling the expression adngs participating in cell survival, tumor
promotion, and tumor progression (Fishel and Kelk§07; Luo et al., 2010).

On the basis of the above considerations we irgastil the effect oAPE1 knockdown,
using siRNA methodology, in the resistance of GBMIs to TMZ treatment. Under the
experimental conditions tested, our results dematest thatAPEL gene knockdown, although
partial, associated with TMZ treatment of resis@BM cells (T98G) was effective in reducing the
cell proliferation and clonogenic survival, leadiagell death, which not occurred in sensitive cell
line (UB7MG). However, the redox function of APEfopably was not affected by its protein
reduction, probably by a parti®ddPE1 knockdown, resulting in a certain level of proteistill
remaining in the cell, performing this function.éde data confirm that APE1 is important for the
growth and proliferation of resistant GBM cells ared with TMZ (T98G), supporting the
contribution of BER in resistance to this drug, lewer, being somewhat effective in sensitizing
sensitive cells (U87MG) to this agent. Thus, intuts of APE1 have therapeutic implications in

the treatment associated with TMZ treatment.

Materials and Methods

Cell lines and culture

U87MG and T98G were purchased from Sigma Aldrich (Buis, MO). After thawing,
cells were cultured in HAM F10/DMEM (1:1) medium ig8a-Aldrich, St. Louis, MO)
supplemented with 10% fetal bovine serum (Cultil@ampinas, SP), penicillin (100U/ml), and
streptomycin (100mg/ml) at 37° C in a humidified &%, incubator.

siRNA inhibition and TMZ treatment

Cells were transfected with APE1siRNA (sc-29470nt&aCruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA) and non-specific SiRNA control (sc-370&&nta Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA)
at a final concentration of 80 nM with Lipofectami@000 (Invitrogen, Carlsbad, CA), according
to the manufacturer’s protocol. The efficiency @RISA transfection was confirmed by Western
blot, monitored along 4 days (24 to 96 h). The ttremt with TMZ (TEMODAL® - Orion
Corporation, Turku, Finland) was performed afterd®llowing transfection; T98G and U87MG
cell lines were treated with TMZ 600 uM and 10 pidspectively, and the drug remained in

culture for 24 h.

Western blot Analysis
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Cells were lysed in 200 pL of the ProteoJET™ ManmmaCell Lysis Reagent (Fermentas
Life Sciences, Burlington, ON) supplemented withl|tFH& Protease Inhibitor Cocktail Kit
(Thermo Scientific, Rockford, IL). Protein conceation was determined by BCA Protein Assay
Reagents (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockfoitt), according to the manufacturer’s
instruction. Proteins (30 pg) were separated bgtphoresis in NUPAGE 4-12% Bis-Tris gel
(Invitrogen, Carlsbad, CA) and blotted onto a PVDBfembrane (Invitrogen, Carlsbad, CA).
Samples were incubated in blocking buffer before dlddition of the primary antibody for APE1
andy-H2AX (1:1,000; Santa Cruz Biotechnology, SantazCKDA), caspase-3 (1:500; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA);NFkBp65©¢%*9(1:1,000 Cell Signaling Technology, Beverly,
MA), and then incubated with the secondary antib@Wyestern Breeze Chromogenic Kit,
Invitrogen, Carlsbad, CA). Anti-B-actin and B-Tubulin antibody (1:1,000; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) were used as endngenontrols (normalization). The immuno-
detection was accomplished using a Western Brearen@dgenic Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA).
The band intensity was determined by using the RBel-Analyzer 4.0 software (Media

Cybernetics, Inc).

Cell Growth Assay

After transfection of APE1siRNA in GBM cells (T98&hd U87MG) and treatment with
TMZ, cells were seeded (5,000 cells/well) in 12dwsates, and were incubated at 37°C, being
allowed to recover for 1, 2, and 3 days. Afterwamdture medium was removed and replaced
with a medium containing 60 uL in each well of X{8odium 3"-[1-(phenylaminocarbonyl) - 3,4-
tetrazolium]-bis (4-ethoxy-6-nitro) benzene sulfoatcid hydrate) assay - Cell Proliferation Kit Il —
XTT, Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis).INThe plates were incubated for 30 minutes
at 37 °C and the formazan product was measuredibg @ spectrophotometer (UltrospP&@100
pro UV/Visible Spectrophotometer, GE HealthcarettsBurgh, PA). Each experiment was

performed on replicate wells and independent erpants were repeated three times.

Clonogenic Assays

Clonogenic assays were performed according to Eraek al. (2006). In brief, after T98G
and U87MG cells were transfected with APE1siRNA) B@d 1,000 cells/flask, respectively, were
seeded in triplicate for each treatment. Approxetyal O days after treatment, cells were washed in
PBS, fixed and stained with Giemsa. The colonigh wwore than 50 cells were counted. Three

independent experiments were performed.

Comet Assay
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After transfection with APE1siRNA T98G and U87MGllsewere assayed for viability
using trypan blue dye exclusion and only culturbswang cell viability above 70 % were
considered suitable for the comet assay. This agsey performed as described previously by
Singh et al. (1988). Briefly, 1 x f@ells in suspension, following 2, 6, and 24 hexfavery, were
kept on ice and protected from the light. The selpension was centrifuged at 500 rpm for 5
minutes at 4 °C. The pellet was re-suspended in QI0®f 0.5 % low-melting point agarose
(Gibco, Carlsbad, CA, USA) at 37 °C, and the migtwas spread onto two microscope slides pre-
coated with 1.5 % normal-melting point agarose ¢@jbCarlsbad, CA, USA). Coverslips were
placed on the gel. Next, the coverslips were remared the slides were immersed in cold (4 °C)
lysis solution (1 % Triton X-100, 10 % DMSO, 2.5 mih. NaCl, 100 mmol/L NgEDTA, 100
mmol/L Tris, pH 10) for 4 h. Immediately, slides neplaced in a horizontal electrophoresis unit
containing buffer (1 mmol/L N&DTA, 300 mmol/L NaOH, pH >13). The DNA was allowed
unwind for 20 min, and subsequently, electrophsresis performed at 25 V, 300 mA for 20 min.
The slides were then immersed in a neutralizatigfifeb (0.4 mol/L Tris—HCI, pH 7.5) for 15 min
and fixed with ethanol. The cells were stained vpitbpidium iodide (40 pL/slides) and analyzed
with fluorescent microscopy. Percentages of DNAaihs of more than 100 cells per slide were
calculated with the Comet Score software (vl1. 5iT@k Corporation, Sumerduck, VA).

Experiments were performed in triplicate.

Cell Cycle Analysis

After performing APE1siRNA transfection and TMZ dtment, cells were washed with
PBS and fixed in 70% ethanol, stained with propitiedide, and analyzed in a Guava EasyCyte
Mini System (Merck Millipore, Billerica, MA), accding to the standard protocol provided by the
manufacturer. Percentages of cells undergoing GO8:ar G2/M phase were collected on Day 1,
2, and 3 after treatment and processed by usinGtiawa CytoSoft 4.2.1 version software (Merck
Millipore, Billerica, MA).

Apoptosis Assays via Annexin-V Staining

Apoptosis detection was evaluated on Day 1, 5l@htbllowing APE1siRNA transfection
and TMZ treatment. Aliquots of 2 x 1@ells were centrifuged at 500 rpm for 5 minutes an
apoptosis induction was measured through the GNaxin Reagent (Merck Millipore, Billerica,
MA), according to manufacturer’s instructions. Té@mples were analyzed by flow cytometry

Guava Personal Cell Analysis system (Merck MillpdBillerica, MA).

Quantification of Acidic Vesicular Organelles (AVJ@gth Acridine Orange Staining
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To detect and quantify AVOs in response to APEl1#RaAhd TMZ treatment, we
performed the cell staining with acridine orange.atridine orange-stained cells, the cytoplasm
and nucleolus appear fluorescent bright green aimd fed, whereas acidic compartments show red
brightness. The intensity of the red fluorescesgaroportional to the degree of acidity. Therefore,
the volume of the cellular acidic compartment cangoantified (Traganos and Darzynkiewicz,
1994; Kanzawa et al., 2003). Cells were stainedh witridine orange (final concentration of 1
pg/ml) for 15 min, removed from the plate with tsypEDTA, and collected in phenol red-free
growth medium. Green (510-530 nm) and red (650 flunyescence emission from 1 x“1€ells
under blue (488 NM) excitation light was measurethva Guava Personal Cell Analysis system
(Merck Millipore, Billerica, MA).

Cell Invasion Assay

Cell invasion was determined by the use of modifedhmbers containing transwell
polycarbonate membranes (Costar, Massachusettshricige). Briefly, after silencing and TMZ
treatment the cell culture chambers were pre-coaiéd 24 pg/uL of Matrigel (BD Bioscience,
Bedford, MA). GBM cells were seeded into the uppbamber (1x1Dcells per well using a
DMEM serum-free medium). In the lower chamber, 780 of DMEM with 10% fetal bovine
serum was added as a chemo-attractant. After wellbation for 22 h at 37°C in a 5% €0
atmosphere, cells in the insert were washed witB,Rihile cells on the top surface of the insert
were removed with a cotton swab. Cells adherinth&élower surface were fixed with methanol
(100%) and stained with Giemsa. For the analysis, fields were randomly selected for each

chamber to count the number of cells with the niicape (200X magnification).

Quantitative Real-Time RT-PCR

Changes in transcript profiles 60X-2andVEGFtarget genes caused by APE1siRNA and
TMZ treatment were analyzed by quantitative reaktiPCR. After treatment, cells were collected,
and total RNA was isolated usinfjustra RNAspin Mini (GE Healthcare, Germany) afibt-
strand complementary DNA (cDNA) was synthesizednfrbpug of each RNA sample using the
Superscript 1ll Reverse Transcriptase (Invitrogeorg@ration, Carlsbad, CA) according to the
manufacturer’s instructions. Quantitative PCR wasggmed using TagMan® Gene Expression
Assays (Applied Biosystems, Carlsbad, CA). The ofgihg genes were analyzedOX-2
(RefSeqs:Hs00153133_mjland VEGF (RefSeqsHs00900055_m1 Gene expression assays for
endogenous controls werdPRT1 (RefSeqsHs02800695_mland TBP (Hs00427620_m1 All
assay plates were run on StepOnePlus Real Timer8y#pplied Biosystems, Carlsbad, CA) and

Cycle Threshold (CT) values were extracted fromhesssay with the StepOne plus software v2. 1
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(Applied Biosystems, Foster City, CA). To determihe relative expression levels, we used the
method of Comparative CT, or*2°" method (Livak and Schmittgen, 2001).

Statistical Analysis

All data are expressed as mean = SD (standardadieny except those values of gene
expression that were expressed as fold-changesvalbe statistical analysis was performed using
the SigmasStat software (Jandel Scientific Comp&an Rafael, CA). Student's t-test was used to
establish whether significant differences existethieen the groups. AR-values were two sided,

andP < 0.05 was considered as statistical significéfergnce.

RESULTS

Transient suppression of APE1 expression by riblenuecid interference (RNAI)

In the experiments of gene silencing, the redudtoAPEL protein expression by siRNA
transfection was confirmed by Western blot. Thellteshowed that the expression levels of APE1
protein in the APE1siRNA silenced cells declinedath cell lines (T98G and U87MG), compared
with the scrambled control siRNA (SCR). We obseraechaximum reduction (46.7%) of protein
expression at 72 h in T98G cells, while for U87Mélls; the greatest decrease (76.7%) occurred at
96 h Fig. 1A). Figure 2B demonstrates the quantitation of the levels of AREpression over

time.

Knockdown of APE1 gene reduced cell proliferatiod @lonogenic survival in TMZ-resistant but
not in TMZ-sensitive GBM cells

TMZ treatment was administered when the reductioprotein expression was 46.2% in
T98G cells and 54.4% of U87MG cells, observed ah48he drug concentration was chosen from
the 1G;, observed in the clonogenic survival assay (Datashown). The Ig for TMZ treatment
in T98G and U87MG cells were 600 uM and 10 uM (TMZ@Bspectively, which remaining in the
culture along additional 24 h. Following TMZ tream, the cell proliferation of GBM cell line
T98G and U87MG transfected with APE1siRNA was numaitl along three days. In APE1siRNA
T98G cells, TMZ treatment significantlyp<€0,001) reduced cell proliferation rates, and a
maximum effect of 39.6% occurred at day 3; on tteeohand, the APE1siRNA transfection itself
inhibited only 10% the cell growth in the same tip@nt (p<0,001). TMZ treatment alone did not
show significant reduction, indicating the highiséance of these cell§ig. 2A, left panel). An
effect more pronounced of APE1siRNA and TMZ treatmgas observed in clonogenic survival,
since we observed a significant reduction (63.1%),p01) in the survival rates. APE1siRNA by

itself failed in decreasing the colony formatiorpaeity, similarly to TMZ treatment=g. 2B, left



Anexo 2 | 144

panel). Similar experiments performed in U87MG sedhowed that both the APE1siRNA
transfection and TMZ treatment were unable to recredl proliferation [Eig. 2A, right panel). On
the other hand, the colony formation capacity weakiced in both conditions (APE1siRNA-TMZ
treated and TMZ-treated cells) equally, but notARE1siRNA cells Fig. 2B, right panel).
Therefore, in our experimental conditio®sSPE1 knockdown was more effective in sensitizing
T98G cells, which are more resistant to TMZ comgavéh US7MG.

Knockdown of APE1 gene enhanced TMZ induced-DNAagernn resistant T98G cells

The comet assay was used aiming to analyze thér Hdpatics of DNA damage (DNA
breaks) afteAPE1silencing, by collecting cells at different recopdéimes. A significant increase
(p <0.01) in the percentage of DNA in the tail,ems®d in terms of tail intensity (TI), was observed
at 0 h (16.5%) and 6 h (21.6%) in T98G APE1lsiRNgated cells relative to SCR and
APE1siRNA cells. This enhanced DNA damage was Bggmt (p <0.01) after 6 h of recovery in
comparison to TMZ-treated cells. The transfecpien s and TMZ treatment did not induce DNA
damage at any timé=i(g. 2C, left panel). Likewise, for U87MG, there was aiftluction at the
initial time-point (10.7%) with an enhanced at §18.3%) of recovery, observed in APE1siRNA-
treated cells (p <0.01 and p <0.001, respectivedigtive to SCR cells. A greater increase was
observed at 6 h relative to TMZ-treatment (8.4%005) and APE1siRNA cells (8.5%, p <0.001).
The APE1siRNA was also able to increase the leoElBl (p <0.05), but to a lesser intensity at
zero and 6 h. However, TMZ caused an elevation MARIamage (p <0.01) only at 0 h (9.6%)
(Fig. 2C, right panel). As seen in T98G cells, U87MG alscavered the DNA damage after 24 h
of treatment, at all conditions tested. Howeveis tissay does not indicate to what extent such

recovery may lead cells to survival, or which prthese cells may undergo cell death

Knockdown of APE1 gene induced S-blockage in tistemt GBM cell

We then studied whether the down-regulatiorABEL in TMZ-treated cells may induce
changes in cell cycle progression. In T98G celldZIcaused a significant blockage at the G2/M
phase of the cell cycle (32.1, 30.9, and 34.8%)oviong 1, 2 and 3 days, respectively, and the
same occurred when the APE1 gene was knocked-d84id,(32.9, and 28.6%, respectively) in
TMZ-treated cells. Thus, the G2/M arrest occurredjardless of APE1siRNA. Similarly,
APE1siRNA cells showed an S-phase arrest aftely8, diaespective of TMZ treatment, indicating
a blockage in DNA replicatiorF{g. 4A). In the experiments with U87MG cells, a high gese of
cells blocked at G2/M phase was observed in TMAtae cells (37.1, 55.0, and 48.2%) as
observed at day 1, 2 and 3, respectively. Howeter knockdown ofAPE1 gene did not cause

significant changes in the cell cycle kinetics lege cells prevailing the effects of the drug ftsel
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Curiously, the association of TMZ treatment and ABIRNA transfection caused a significant
reduction in the percentage of cells undergoingGB&M phase (31.0, 43.3, and 43.3%) compared
with cells treated with TMZ alond-{g. 4B; Table 1).

APE1 knockdown enhanced apoptosis and autophagiylifrtreated T98G cells

Induction of apoptosis by down-regulationAPE1was evaluated by Annexin-V staining.
A peak of apoptosis induction in APE1siRNA-treafE®G cells occurred at day 3 (27.3%, p
<0.001), but the percentage of induction was ktijh after day 5 (24.5%, p <0.001) and fell down
following 10 days (16.5%, p <0.001), with a smat¢-dependent decreagédure 5A left panel).
The TMZ treatment itself induced a significant im@se in the apoptosis frequency, at days 3 and 5
(p <0.01), but to a lesser level than that obsefeedAPE1siRNA-treated cells. Differently, in
U87MG cells, as shown in th&gure 5A (right panel), a significant apoptosis inductipn<(.001)
analyzed as Annexin-V positive cells was observeth@ Day 3 for the group of APE1siRNA-
treated cells (16.4%) and also for TMZ-treated sc€ll4.0 %), with a small but statistically
significant (p <0.05) difference between these psolAPE1siRNA cells showed a low level of
apoptosis induction following 3 and 10 days. Siap®ptosis is not the sole kind of death, we
examined the occurrence of autophagy. In APE1siRNO8G cells following TMZ treatment
(Figure 5B), the percentage of autophagic cells was 3,8 timgger (12,9%) than that induced by
TMZ alone (3,4%), or relative tAPEISIRNA cells (2,8%), indicating a certain contrilauti of
autophagy in the mechanism of cell death. Howewerdid not find similar results for UB7MG. In
these cells, another type of death should be imebiwm the responses to drug treatment under
conditions ofAPE1silencing. In accordance with these results, phogpated H2AX (ser139) was
more expressed in APE1siRNA-treated cells compaidd TMZ-treated cells in both cell lines, as
observed at two collection times, 3 and 5 ddig.(5D), thus confirming the generation of DNA

double strand breaks, important lesions that leaxtll death.

APE1 down-regulation reduced the cell invasion, didt not affect the gene expression of COX-2
and VEGF

To examine the effect oAPE1 knockdown in cell invasion after treatment, GBMIse
were cultured on a cell culture chamber coated wiikirigel. After 22 h of incubation, the
percentages of invading cells were countediRE1knockdown T98G and U87MG cells. While
cell invasion was reduced at 74.3% (p <0.001) ireAtRNA T98G cells, TMZ treatment alone
caused 74.4% of reduction (p <0.001). Moreowd?PE1 knockdown in T98G treated cells was
efficient in decreasing 88.4% the cell invasioratigk to SCR (p <0.001), APE1siRNA (p <0.01),
and TMZ-treated cells (p <0.001). Interestinglyr {887MG cells,APE1 knockdown in TMZ-

treated cells was very effective to reduce the siora (63.1%), compared with the controls,
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APE1siRNA cells (p <0.01) or TMZ-treated cells (p.601), in spite of the fact that each one of
these conditions could not reduce the invasion @gpaf U87 cells Fig. 6A). In order to further
test whetheAPE1 knockdown reduce the redox activity of APEL protdirected to their targets,
such as the NFkB and HIF1 TFs, we examined theessjon levels 0€OX-2andVEGF, which
are targets for these TFs, respectively. In T98@s,cEOX-2 and VEGF genes were down-
regulated by TMZ treatment, and a similar resulswdserved irAPEL silenced TMZ-treated
cells. Regarding to UB7MG cell&/EGF was up-regulated, buEOX-2 was not significantly
modulated Fig. 6B). These results show a predominant effect cauge@iMiZ treatment itself,
suggesting that the APE1 redox function was notcdid by the partial reduction in protein
expression. Interestingly, the reduction of APEDbt@in expression by APE1siRNA, when
associated with the TMZ treatment, increased thmemsion of p65 phosphorylated at serine 536,

which was more evident in T98G cells, as analyzethgs 3 and SHigure 6C).

Discussion

APE1 is responsible for 95% of the endonucleaseigcin the cell and is a critical part of
both the short-patch and the long-patch BER patew@wvanset al, 2000). Evidences have
demonstrated that the heterogeneity of APE1 exipregmttern is linked to different pathological
conditions ranging from metabolic to differentiatisorders and, in particular, to cancer, and that
elevated levels of APE1 have been linked to rest®t@o chemotherapy, dismal prognosis and poor
survival (Tell et al.,, 2010). The use of BER repaihibitors is an attractive approach to
chemotherapy or radio-sensitization (Parkinsonl.e2808; Adhikari et al., 2008; Johannessen et
al., 2008; McNeill et al., 2009; llluzzi and Wilso2012). In the same way, siRNA-mediated down-
regulation ofAPElinduced apoptosis of many tumor cell types andarokd cell sensitization to
ionizing radiation and chemotherapeutic agents @\&tnal., 2004; Fung and Demple, 2011; Cun
et al., 2013).

Here we investigate whether APE1, an importantgimoin DNA repair and in redox
signaling, can contribute to resistance to TMZttreant. In this report, we used the RNAI strategy,
which has become a powerful research tool in ganetion studies. siRNA treatment knocked out
maximum of ~ 46 and 76% of the APE1 protein in T98Gd U87MG cells, respectively.
Meanwhile, TMZ treatment was performed as we haedaction of 46.2 and 58.8%, respectively.
The reduced APE1 expression by itself was abledacge cell proliferation, but not the clonogenic
capacity in T98G cells, however, in U87MG no effecs observed. As reported by Fung and
Demple (2005), even in the absence of exogenous BalAage in human cells (lymphoblastoid
cells, colon and breast cancer), siRNA directedrsgghe APE1 gene also results in a decrease in

cell proliferation, followed by augmentation of Ades and increased levels of apoptosis. In
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gliomas, the elevation of APE1 activity was repdrés a marker of glial tumorigenesis, which may
be due in part in response to increasing oxidatnetabolism (Bobola et al., 2001). Thus, the
absence of this gene in the BER repair pathway maag caused a mechanical failure in a way to
reduce the proliferation of T98G cells by high levef basal damage not repaired, which was not
occurring in U87MG cells. However, when the APEprassion restored (10 days), the clonogenic
capacity returned in T98G silenced cells.

Evaluating the reduction in the expression of AREfesponse to TMZ, It was observed in
T98G APE1siRNA-treated cells reduced cellular peodition by ~ 40% (3 days) and the
clonogenic survival rate at ~ 63% (10 days), whigks not observed in TMZ-treated cells. This
demonstrates the high resistance to treatmentthighdrug and the strong effect APE1silencing
in this cell line. Additionally in these cells, tkdencing and treatment caused a greater incinase
DNA damage in 6 h. TMZ also induced effects witbdiage in G2/M, but the silencing caused an
accumulation of cells in S-phase on day 3, regasdigf TMZ treatment. It is possible that the
presence of unrepaired base lesions and AP sitgshianee blocked DNA synthesis by DNA
polymerase, leading to blockage of DNA replicateamd accumulation of cells in S phase. In
contrast, US7MG cells that none of the conditicesdd reduced the proliferation, as assessed in 3
days. However, the TMZ-treatment by itself and ABRNA TMZ-treatment decreased colony
formation after 10 days, with effect caused by TMZ.these cells, the APEL1 silencing and
treatment induced an only slight increase in DNAndge, relative to TMZ-treated cells only 6 h
after treatment. The TMZ prominent effect on U87NHs was noted by the accumulation of cells
in cell cycle G2/M phase in both treatment groudBE1siRNA plus TMZ and TMZ-treatment).

The TP53gene is mutated in T98G cells, and the wild-typ&JB7MG (Ishii et al. 1999),
one possible explanation for the difference in oese between the cells. It has been demonstrated
that theTP53wild-type negatively regulates the expression BEA by binding to its promoter in
HCT116 colon carcinoma cells (Zaky et al. 2008)u§,hpresumably, the cells utilize TP53
expression as a negative control for APE1 in respdn DNA damage (Bhakat et al. 2009). It is
also known that the U87MG cells lack the MGMT aityivmain TMZ resistance mechanism,
unlike the T98G cells (Hermisson et al. 2006). restingly, the T98G cells, which are highly
resistant to TMZ treatment, showed sensitized b ABene silencing and TMZ-treatment, with
the consequent interruption of the BER pathway.sTdtcurred regardless of the major repair
mechanism associated with resistance to TMZ treattmehich is MGMT repair, another
mechanism negatively regulated by TP53 (Harrid.€t,896; Grombache et al. 1998; Srivenugopal
et al. 2001)

In glioma cells, it was reported that TMZ induce®/k3 cell cycle blockade (Tentori et al.,
2002; Hirose et al., 2001)P53dependent followed by senescence, offRb3independent

pathway leading the mitotic catastrophe (Hirosalet2001). Therefore, it is possible that intrinsi
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genetic alterations to each cell line show différessponses to the same treatments, especially
regarding the proficiency of thEP53 gene in U87MG cell, as this act by blocking theleyin
G2/M via p2¥'*™* (Bunz et al., 1998; Winters et al., 1998), whintthis cell was extremely high,
overlapping the effects of the absence of APEL, ¢ha also be inhibited by TP53. There is the
possibility that in response to damage caused by TMU87MG cells, TP53 negatively regulates
the expression of APE1, becoming unresponsivedadduction in the expression of this protein,
even partial, as seen in the proliferation assyogenic survival and cell cycle. As mentioned,
TP53is not necessary to induce G2/M arrest, but tleiterthines the duration of the blockade,
together with minimal changes in the expressio53 or p21"*™ (Hirose et al. 2001). ITP53
deficient cells the reentry in cell cycle may rédal the acquisition of new genetic alterations
generating cells more resistant to TMZ treatmerntag¢ et al., 2001), which may have occurred in
T98G cells treated with this drug, since these rassstant to reduce the clonogenic capacity,
however, that was reversed by silencind\BE 1

A recent work emphasizes the evidence that 3-m&Hgkions, that are toxic due to their
ability to directly block the DNA polymerization]dzking the DNA replication (lyer et at. 2012).
Whereas N-methylated bases constitute about 80%Vid-induced injury (Zhang et al. 2012),
promoting the formation of AP sites by destabilizitne glycosidic bond between the base and
deoxyribose (Loeb and Preston, 1986). These sitgept DNA synthesis by replicative DNA
polymerase leading to blockage of DNA replicatian,apparent source of cytotoxicity (Loeb and
Preston, 1986; Yuan et al., 2000; Sutton and Wal{@0d1), explaining the S-phase arrest in T98G
cells. Interestingly, an increase of the phospladeg H2AX level in T98G cells was observed on
day 3, correlating to the blockage in S-phase, e & on day 5, a fact that also occurred in
U87MG cells. Ewald et al (2007) also reported imgiabine treated cells the relation of H2AX
phosphorylation with DNA synthesis and S-phasesanth the activation of checkpoint proteins
on this phase. Additionally, the correlation of APEcreased expression in the beginning or
middle of the S-phase, indicating a role of thistein in this particular cell cycle phase (Fung et
al., 2001), leads us to suggest that possibly th&JAknockdown, even with the restoration of its
expression in 10 days as well as damage recoveay 2 h (evaluated by comet assay), the lesions
caused by TMZ treatment in T98G cells were permgnehich caused a reduction of clonogenic
growth.

According to McNeill et al. (2009) the monofunctality (single reactive group, reacting
covalently with a single nucleophilic center of hBA), a propensity to form N7-guanine and N3-
adenine adducts and a low capacity to generate ficatthns in O6-guanine and inter- and
intrastrand crosslinks in DNA are collectively ardicator for the potential involvement of APE1
and BER in response to alkylating agents, suchMi. TThis suggests that the increase in damage

in silenced and TMZ-treated cells are due to lesimauced by this drug, which have not been
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repaired due to reduced expression of APE1L, giaettal. This fact confirms the observation since
that TMZ treatment caused intense nuclear APELiteoent two hours after treatment, as seen in
the results of immunofluorescence for the T98Gscélloreover, due to th&PE1 silencing, lower
or absent nuclear staining was seen in responsedtment, suggesting that these injuries have
probably not been repaired.

The results presented here demonstrate an impaodienof lesions generated by TMZ via
BER pathway when the process is not active. TheJAREuction caused apoptosis induction as
assessed by annexin-V staining in T98G transfemeldreated cells on day 3 reaching a maximum
of 27.3% of annexin V-positive cells. Apoptosis tiction was reduced over the 10 days that was
evaluated, but maintaining higher in APE1siRNA teeacells, explaining the reduced growth rate
at this time. In U87MG cells, apoptosis doesn'insée be the main mechanism of death induced
by the APE1 expression reduction and TMZ treatmaithough the induction observed on day 3
was slightly higher in these cells relative to TMZatment. Other studies have also demonstrated
the apoptosis induction in conditions of reducepression of APE1 and cisplatin treatment (Wang
et al., 2009), gemcitabine (Xiong et al., 2010) aadiation (Chen et al., 2013). In this last paper,
the rise around 16% of apoptotic indices after AREGckdown in response to radiotherapy was
similar to those observed in the present study. él@n these rates of apoptosis encouraged us to
assess another type of death, such as autophagg, BMZ is known to induce this type of death
(Kanzawa, et al. 2004). Again, the T98G APE1siRNXgated cells, but not UB7MG, showed a 3.8-
fold induction of autophagic death, thus also aboting to the elimination of these cells.
Although there is no report in the literature ctatiag this type of death with APE1 reduced
expression. However, a recent paper suggestsltbatagcells, in response to treatment with TMZ,
undergo autophagy followed by senescence or apepiosa time-dependent manner, with a
complex interaction among them. The decision oftldea survival dependent on the balance
among these mechanisms, but these effects areslabdlin MGMT expressing cells, suggesting
that O6-methyl-G lesions are responsible for augghinduction in these cells (Knizhnik et al.
2013).

Knizhnik et al. (2013) mentions autophagy as aensial cytoprotective mechanism against
DNA damage agents, which was also recently beepogedl in hepatoma cells (Chen et al. 2011).
Thus, Knizhnik et al. (2013) demonstrate that alégy precedes apoptosis and thus promote
survival by inducing senescence. However, Paluntbal €2012) also in T98G cells showed an
increased sensitization by autophagy inductioregponse to TMZ treatment and radiation. Based
on this work, it is possible that other lesiondfedent from O6-methyl-G, may also induce this
type of death, since that autophagyc death wasradsen T98G cells, which has MGMT
expression. Thus, in the present study the autgphiaduction may have occurred in order to

sensitize T98G cells by not repaired base lesioestdAPE1silencing.
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A better understanding of APE1 involvement, eithgrfunction redox or repair DNA, in
the resistance of GBM to TMZ treatment is importamthe search for a more effective way of
treating these tumors. In order to assess the taupoe of redox function, we investigated the role
of APEL1 in the cellular invasion process. The kegret to degrade physiological barrier tissue and
start this process is basically controlled by HtFahd NFkB genes (Tafani et al., 2013), which as
mentioned previously are regulated by APEL1.Theltesihowed a great effect in reducing the
invasion by the decreasing of APEL expression i8@ @ells (74.3%), but also occurred in TMZ-
treated cells (74.4%), resulting in an additiveeeffin combination (88.4%). In U87MG cells, the
combination was effective in reducing the invasi{@3.1%), which did not occur in isolated
conditions. It is noteworthy that in U87MG cellshish we obtained maximum knockdown of
76.7% (96 h) resulted in a marked reduction in elasion, suggesting that the combination of
APEL1 silencing and TMZ treatment someway influenitesl response, which did not occur for the
other parameters in U87MG cells. Interestinglyydis recently discovered a new role of MGMT in
negatively regulate cell invasion (Chahal et ab12). It is known that in U87MG cells has no
MGMT enzyme activity (Hermisson et al., 2006) aht twas highly invasive, process by which
was reversed by the reduction in the APE1 exprassssociated with TMZ treatment, suggesting
that the combination, anyway affected this procdsd, requires a more detailed study to
understand this effect.

Interestingly, the expression 60X-2andVEGEF, target genes of TFs (NFkB and HIE}1
regulated by APE1 were not changed in the conditibthe APE1 knockdown, being regulated
only by the TMZ action. There are no reports in fherature of studies involving/EGF
expression in response to tA®E1 silencing and TMZ treatment, but only studies singwthe
influence of both isolated. There are results iatiig that APE1 may play a crucial role in
angiogenesis in response to the irradiation by dtido of VEGF expression (Gu et al., 2013),
showing that APE1 may regulate this gene. On tlerohand, the effects of TMZ treatment
demonstrateVEGF induction in U251 and U87MG glioma cell (Fisher at, 2007), which
confirms our studies in U87MG cells. Contradictgrisome authors showed that TMZ does not
induceVEGF expression in U251 (Lu et al. 2012), as was alseored in T98G cells. Together,
this work show thafAPEL1 silencing did not affect the expression\MEGF, and both cell lines
responded differently to the TMZ treatment.

COX-2is regulated by NEB through two binding sites present in this genaz@iwa et al,
1994). In vitro, the inhibition of this protein shed attenuat€COX-2 expression in colorectal
cancer cells (Plummer et al, 1999, Williams et2803). Additionally, theaCOX-2expression has
been shown to induce p65, however, not by p50 &rlkCharalambous et al. 2009). Interestingly,
in both silenced and TMZ-treated cells showed ameimse in phosphorylated p6%>*® protein

expression compared to TMZ-treated cell. As memtihnn the same way as tW&GF gene, the
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COX-2expression also did not change AlyE1 silencing but only by the action of TMZ in T98G
cells, but was not changed in U87MG. In responsEMA@ treatment, studies show suppression of
COX-2 expression, and this effect does not involve thgomcof redox-sensitive residues or
phosphorylation of the p65. However, TMZ acts om tfansactivation COOH-terminus domain of
p65, resulting in a molecular conformational chartgat blocks their binding to DNA, thus
preventing the binding of NdB to COX-2andBcl-XL promoter (Yamini et al. 2007). Furthermore,
Schmitt et al. (2011) showed that TMZ blocks tlanscriptional activity of NkEB in GBM cells by
phosphorylation of p50 subunit of serine 329, pn¢ing the NkkB dimers binding to DNA.

In our study, silenced and treated cells (U87M@ @&A8G) showed an increase in p65
(ser536) protein expression in relation to TMZ-treated selwhich was not observed in silenced or
SCR cells by themselves, indicating an effect af tombination APE1 silencing and drug
treatment) in the induction of this subunit. Thiise supposition that p65 is responsible for
inducing COX-2 expression was not shown in this studyARE1 silenced and treated cells,
contrary Charalambous et al. (2009) reports, aihouhey not indicating the site of
phosphorylation, but only the active protein. Hoe\the TMZ treatment caused only a subtle p65
(ser536) expression and this condition repres&@X-2 expression. Based on the literature cited
above and the results obtained in this study, possible that the repressor effect of TMZ on p50,
as mentioned by Schmitt et al. (2011), and of tR&A, which acts by reducing p50 (Nakamura et
al., 1997,) were superimposed on this subunit,negds to be further elucidated. Recently was
demonstrated the p6%™%® activation induced by t-AUCB (an inhibitor SEH elsble epoxide
hydrolase) followed by growth reduction of U251 dd87MG GBM cells (Li et al. 2012), that
supports what was observed in our study, relatédetdncreased expression of this protein.

Another possible explanation for the lack effetA®EL reduced expression in its redox
function can be justified by the APEL concentratistill present in the cells, may be somewhat
exerting their effects. For example, the redox ehape activity of APE1, which involves direct
interaction of this protein with TFs, does not rieginigh APE1 concentrations to exert their effects
(Ando et al. 2008). When we assessed the expresBibREL, the reduction in the protein reached
46.7 and 58.5% in T98G and U87MG cells, respectjval 72 h (by which time it was evaluated
the VEGF and COX-2 gene expression); it is possible that there i$ dihaining APEL1 redox
activity in the cells.

Taken together, the present results indicate tiatBER inhibition strategy targeting a
sensitizing GBM cells showed potentially viable lastricted to resistant GBM cells to TMZ
treatment (T98G cells). The results in the U87M@scshowed that for these cells, which are
sensitive to TMZ, theAPEL1 silencing exercised virtually no effect of sermition. Thus, the
genetic characteristics of each strain GBM areialtc the responses presented by the cells to the

treatment applied.
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Fig. 1: Down-regulation of APE1 protein expression by siRNétected by Western blot analysis
in T98G and U87MG cellsA) Representative Western blots of APEL protein mooed along 4
days (24 to 96 h), following transfection with soitzle (SCR) or APE1siRNA at 80 nM-tubulin
was used as a loading contrd) (Levels of APE1 following APE1 and SCR siRNA tréawion.

Fig. 2: Down-regulation of APEL1 induced the cell growthibition and enhanced DNA damage
after TMZ treatment.X) Proliferation observed in T98G and U87MG APE1siReells evaluated
at 24, 48, and 72 h after TMZ treatme®) Clonogenic survival APE1siRNA cells analyzed @t 1
days after treatmentDj DNA damage induction observed at zero, 6 and aftdr TMZ treatment

in APE1siRNA cells. Mean + SD values were calcuatem the results of three independent
experiments. (*)p < 0.05; (**) p < 0.01; (***) p < 0.001. Isolated symbols represent the
comparison with SCR cells; symbols and keys repteee comparison between the indicated

treatments.

Fig. 3: APEL level in T98G cells transfected with scram@€R) or APE1siRNA (80 nM) and

treated with TMZ (2 h) was processed for APE1 imosgiaining. (line A) SCR cells show nuclear
and diffuse staining; (line B) APE1siRNA cells show a gradual APE1 nuclear distribution
among the cells but at a lower intensity; (line ABE1siRNA-treated cells have a significant
decrease of nuclear APE1 staining compared to Tidaiment (line D) that show intense nuclear

staining. All magnifications X100 in panels.

Fig. 4: APE1siRNA induced S-phase arrest in T98G cellgepatdly of TMZ treatment. After
transfection and TMZ treatmentd) T98G and B) UB7MG APELsiRNA cells were evaluated at
24, 48, and 72 h after treatment. The data werairdd using the Guava system EasyCyte Mini
System (Guava Techn Merck Millipore, Billerica, MAhd Guava CytoSoft 4.2.1 Software (Merck
Millipore, Billerica, MA). Mean + SD values werelcalated from results of three independent. (*)
p < 0.05; (**) p < 0.01; (***) p < 0.001. Isolatezymbols represent the comparison with SCR cells;
symbols and keys represent the comparison betwkenindicated treatments. Statistically
significant difference compared with controls amdvieen transfected and treated with TMZ(p
0.05).

Fig. 5: APE1knockdown induced apoptotic and autophagic cedtld@nd expression of H2AX-

in T98G cells. A) The apoptosis by annexin-V staining in T98G ar@¥MG APE1siRNA cells
were verified at 3, 5, and 10 days after treatm&he analysis was carried out by Guava Nexin
reagent, analyzed by Mini Guava EasyCyte SystemrdMéJillipore, Billerica, MA Guava
Technologies) and Guava CytoSoft 4.2.1 SoftwardrBninent (Merck Millipore, Billerica, MA).
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(B) The autophagic death was evaluated by acridiaager staining and also analized by flow
citometry. Were calculated the mean + SD of threlependent experiments. (*) p < 0.05; (**) p <
0.01; (***) p < 0.001. Isolated symbols represdm tomparison with the SCR cells; symbols and
keys represent the comparison between the indi¢eatinents.@) A representative Western blot
of whole cell protein extracts from GBM cells, @ated on Day 3 and 5 following transfection and

analyzed for the presence of H2AXby Western blot.

Fig 6. Down-regulation ofAPE1gene inhibits cell invasiom vitro in GBM cells but not changes
the target genes the transcriptional expressioNFKB andHIF1a TFs COX-2andVEGH. (A)
Effect of APE1 knockdown on T98G and U87MG APEILsiRNA cells inueed the cellular
invasion. Were calculated the mean £ SD of thréependent experiments. (*) p < 0.05; (**) p <
0.01; (***) p < 0.001. Isolated symbols represdrd tomparison with the SCR cells; symbols and
keys represent the comparison between the indida¢atinents. ) The results ofCOX-2 and
VEGF relative gene expression evaluated after TMZ tneat are represented in fold-change
(Log2). Data were presented as mean values + S&inebt in two independent experiments in
triplicate. C) A representative Western blot of R (p65f°°*®in T98G e US7MG cells at 3 and

5 days after treatment.

Figure 1:
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Figure 3:
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Figure 5:
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Figure 6:
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Table 1: Cell cycle analysis after TMZ treatment in T98G aw87MG cells transfected
with 80 nM of APE1 and scrambled siRNA.

Cell cycle distribution (%) (+ SD)

Cell Treatments Times (h)
lines groups 24 48 72
Cell cycle phase
G1 S G2 G1 S G2 G1 S G2
Scrambled 63,0£3,9 13,6%4,3 23,2%1, 60,5+7,7 16,4+2,8 22,944 62,3+4,2 14,715 22,8+2,6
SiRNA-APE1 57,7¥2,4 17,106 25,0£2, 64,3t6,6 13,4+3,8 22,84 56,519 17,7+0,8 25,7+2,0
1986 SiIRNA+TMZ 46,9+6,3 18,0+1,0 34,7+7, 51,4+4,7 15,2+2,7 32,84 49,8+1,3 20,8+3,2 28,6%2,8
TMZ-600 uM 52,014 15,6+2,3 32,1£2, 55,3+4,9 13415 30,94 51,5+1,3 13,0£2,1 34,8+4,3
Scrambled 65,5+1,7 10,2+0,5 24,3%1, 64,7+0,8  8,7+0,3 26,641,60,2+1,3 10,3x1,4 29,5+25
USTMG SiRNA-APE1 67,6£1,0 9,3+0,6  23,1#1, 63,4+1,0 9,9+0,4  26,7#,89,5+0,5 11,0+0,3 29,4+0,4

siRNA+TMZ 61,024 8,0£25 31,0%0, 50,019 6,7#1,7 43,3+p,@87,2+1.4 9,5+0,8 43,3+0,6
TMZ-10 pM 50,7#1,7 12,2+0,4 37,1#1, 36,0£1,6 9,124 5504,41,9+06 9,9+0,5 48,2+0,4




