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1. Resumo

O 4cido valproéico ¢ um acido graxo de cadeia curta que, associado ao seu sal sodico
(VPA), vem sendo utilizado no tratamento de diversos tipos de doencas neuroldgicas. Sua
atuagdo se estende a modulagdo epigenética, tendo sido comprovado como inibidor de
desacetilases de histonas (HDACi) e como agente modulador do nivel de metilacio do DNA e
de histonas. Uma vez constatado que o VPA poderia afetar a proliferacdo celular e os
mecanismos de morte celular em alguns tipos celulares, seu potencial como agente antitumoral
passou a ser investigado. Em células de glioblastoma, tumor cerebral agressivo, ocorre aumento
nos niveis de metilacdo em diversos promotores de seus genes. No presente trabalho buscamos
investigar se em células obtidas de glioblastoma humano os efeitos epigenéticos induzidos pelo
VPA ao lado de afetarem a inibicdo de HDAC, a acetilagdo da histona H3 (H3ac) e a
demetilagdo global do DNA, afetariam a estrutura da cromatina por estarem associados a
acetilagao de histonas ou a demetilacdo do DNA ou a ambas. Células U-251MG sincronizadas
na fase G1 do ciclo celular com 10 pM de lovastatina foram cultivadas na presenca de VPA 1
mM e 10 mM por 4 e 24 h, e de 5-aza-CdR 5 uM por 28 h (controle de demetilagdo de DNA).
Para o estudo das caracteristicas estruturais da cromatina nessas condi¢des experimentais, as
células foram submetidas a rea¢cdo de Feulgen seguindo-se analise de imagem por sistema video
em microscopio Axiophot 2 equipado com camera AxioCam HRc e software Kontron KS-400-
3. Foram também avaliadas a atividade de HDAC com kit especifico, o nivel de H3ac por
Western Blotting e de 5-metilcitosina (SmC) no DNA por ELISA e imunofluorescéncia.
Detectou-se diminui¢ao na atividade de HDAC e aumento nos niveis de H3ac com o tratamento
pelo VPA, porém ndo com 5-aza-2’-desoxicitidina (5-aza-CdR). Os niveis globais de SmC
diminuiram com os tratamentos por VPA e 5-aza-CdR. A andlise de imagem revelou diminuida
variabilidade no grau de empacotamento da cromatina e decréscimo na entropia nuclear,
definida como o nimero de bits necessarios para o armazenamento dos valores de absorbancia
por imagem nuclear, nas células U-251MG tratadas por 24 h com VPA (especialmente na
concentra¢cdo mais elevada), porém ndo nas células tratadas com 5-aza-CdR. Com base nos
presentes achados sugere-se que a descompactagdo da cromatina nas células U-251MG por
acao do VPA, o que favoreceria a sua expressao génica, estaria mais envolvida com a acetilagao

de histonas do que propriamente com a demetilacdo do DNA.

Palavras-chave: glioblastoma, U-251MG, valproato, epigenética, remodela¢do cromatinica.



2. Abstract

Valproic acid is a short-chain fatty acid that, associated with its sodium salt (VPA), has
been used in the treatment of several types of neurological diseases. Its performance extends
to epigenetic modulation, having been proven as a histone deacetylases inhibitor (HDACi) and
as a modulating agent of the level of DNA and histone methylation. Once it was established
that VPA could affect cell proliferation and cell death mechanisms in some cell types, its
potential as an antitumor agent began to be investigated. In glioblastoma cells, an aggressive
brain tumor, there is an increase in methylation levels in several gene promoters. In the present
work, we sought to investigate whether in cells obtained from human glioblastoma, the
epigenetic effects induced by VPA in addition to affecting HDAC inhibition, acetylation of
histone H3 (H3ac) and global DNA demethylation, would affect the chromatin structure
because they are associated with histone acetylation or DNA demethylation or even both. U-
251MG cells synchronized in the G1 phase of the cell cycle with 10 uM of lovastatin were
treated in the presence of 1 mM and 10 mM VPA for 4 and 24 h, and 5 uM 5-aza-CdR for 28
h (a drug used as a DNA demethylation control). In order to study the structural characteristics
of chromatin under these experimental conditions, the cells were subjected to the Feulgen
reaction followed by image analysis with a video system using an Axiophot 2 microscope
equipped with an AxioCam HRc camera and Kontron KS-400-3 software. The activity of
HDAC with a specific kit, the level of H3ac by Western Blotting and 5-methylcytosine (5SmC)
in DNA by ELISA and immunofluorescence were also evaluated. A decrease in HDAC activity
and an increase in H3ac levels were detected with VPA treatment, but not with 5-aza-2’-
desoxicitidine (5-aza-CdR). Overall, 5SmC levels decreased with VPA and 5-aza-CdR
treatments. Image analysis revealed decreased variability in the degree of chromatin packing
and a decrease in nuclear entropy, defined as the number of bits needed to store absorbance
values per nuclear image, in U-251MG cells treated for 24 h with VPA (especially at the highest
concentration), but not in cells treated with 5-aza-CdR. Based on the present findings, it is
suggested that chromatin decondensation in U-251MG cells by the action of VPA, which
would favor their gene expression, would be more involved with histone acetylation than with

DNA demethylation.

Keywords: glioblastoma, U-251MG, valproate, epigenetic, chromatin remodeling.



3. Lista de Abreviaturas

2-HG - 2-hidroxiglutarato

5-aza-CdR - 5-aza-2’-deoxicitidina

5mC - 5-metilcitosina

aCGH - hibridiza¢ao gendmica comparativa de alta resolugdo
CpG - citosina-fosfato-guanina

CHj; - grupo metil

DMEM — meio Eagle Modificado por Dulbecco

DMSO - dimetilsulfoxido

DNA - 4cido desoxirribonucléico

DNMT - DNA metiltransferases

ECACC - European Collection of Authenticated Cell Cultures
ELISA - Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay

FDA - Food and Drug Administration

GABA - acido gama-aminobutirico

GBM - glioblastoma multiforme

HAT - histona acetiltransferases

HDAC - deacetilase de histona

HDAC: - inibidor de deacetilase de histona

HMT - histona metiltransferase

HRP - anticorpo secundario conjugado com peroxidase

IDHI - isocitrato desidrogenase 1

IOD - densidade oOptica integrada

LaCTAD - Laboratorio Central de Tecnologias de Alto Desempenho em Ciéncias da Vida
LOV - lovastatina

MTT - brometo de 3-4,5-dimethylthiazol-2-yl-2,5-diphenyl tetrazolium
OD - densidade optica

OMS - organiza¢ao mundial da saude

PBS - solucdo tampao fosfato

PI - iodeto de propidio

RNA - 4cido ribonucléico

ROS - espécie reativa de oxigénio

SAM - S-adenosil metionina



SDtd - desvio padrao dos valores densitométricos totais
SFB - soro fetal bovino

SNC - sistema nervoso central

TET - ten-eleven-translocation

VPA - 4cido valproico
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5. Introdugao

5.1. Cromatina e Epigenética

Em todas as células eucaridticas o DNA integra uma estrutura complexa que ¢ a
cromatina, da qual também fazem parte histonas, proteinas ndo histonicas e RNA. A unidade
basica da cromatina ¢ formada por estruturas denominadas nucleossomos, que sdo compostos
por em torno de 200 pares de bases (pb) de DNA, variando conforme o tipo celular considerado,
e um octamero das histonas H2A, H2B, H3 e H4 (duas de cada). Como parte dos nucleossomos,
145-147 pb de DNA envolvem o octamero de histonas, dando ao redor deste uma volta e %
volta, o que constitui o nucledide (“core”) nucleossomico. Os demais pb do DNA que fazem
parte do nucleossomo, compdem espagadores que permitem a ligacao entre as unidades basicas
da cromatina. Nessas regides se associa a histona H1, e o conjunto nucleossomo-histona H1
constitui o cromatossomo (Dombrowski et al. 2022, Draizen et al. 2016). A histona H1, além
de promover a compactacdo do filamento da cromatina em seu nivel hierarquico subsequente,
possui uma organizagao essencial para seu desempenho fisiologico, nos eventos de transcri¢ao
génica, replicagdo, reparo e recombinagdo do DNA. Em relagdo a estrutura da cromatina nos
nucleos de células interfasicas, ela pode ser dividida em duas regides principais: a
heterocromatina constitutiva ou facultativa, altamente condensada, refletindo uma regido
génica menos ativa, com dificil acesso a maquinaria de transcri¢do, ou ndo codificadora, e a
eucromatina, menos condensada e potencialmente ativa transcricionalmente (Mello & Vidal
1978, Grewall & Moazed 2003, Dawson & Kouzarides 2012, Alberts et al. 2015).

Tanto o DNA quanto a estrutura da cromatina podem sofrer modificagdes reversiveis
em resposta a estimulos externos, independentes de mudancas na sequéncia de bases do DNA,
as quais podem ser mesmo herdadas apds varias divisdes celulares. Este ¢ o conceito que
constitui a base da Epigenética, termo cunhado primeiramente por Waddington em 1939
(Waddington 1942). Os eventos epigenéticos regulam diversos processos biologicos, incluindo
transcri¢do génica, diferenciagdo celular, reparo do DNA e controle do ciclo celular (Herseg &
Vaissiére 2011, Miranda Furtado et al. 2019). Estudos demonstram que o desenvolvimento de
doengas, como o cancer, esta associado principalmente a desregulacdo dos mecanismos
epigenéticos, sendo a metilagdo do DNA, modificagdes em histonas e atuagdo de RNA de
interferéncia as principais modifica¢des, € uma importante ferramenta de estudo para o
entendimento dos processos celulares envolvidos na tumorigénese, contribuindo para novas e

mais eficazes abordagens terapéuticas (Jones & Bayling 2002, Feinberg & Tycko 2004).
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5.11 Metilagao do DNA

Considerada uma das principais modificagcdes epigenéticas, a metilagdo do DNA ¢
fundamental na organizagdo cromatinica e consequentemente no controle da expressao génica.
A adicao do grupo metil (-CHs) ¢ mediada pelas enzimas DNA metiltransferases (DNMTs),
que catalisam a transferéncia do -CH3 da S-adenosil metionina (SAM) ao carbono 5 dos
residuos de citosina presentes em uma sequéncia de dinucleotideos CpG, formando a 5-
metilcitosina (SmC) (Holliday & Pugh 1975, Zhang et al. 2020). Essa metilagao ocorre durante
a replica¢do e, embora bastante estdvel, estd sujeita a mudangas dindmicas, principalmente
durante o ciclo celular (Brown et al. 2007, Desjobert et al. 2015, Vandiver et al. 2015). E
reversivel e o processo de demetilagdo ocorre de forma ativa, através de enzimas demetilases
da familia das TETs (ten-eleven translocation), ou de forma passiva através da inibicao de
DNMTs durante a replicacdo do DNA. Ambas as vias sdo responsaveis pela reducdo global
dos niveis de 5SmC e ndo ocorrem exclusivamente de maneira independente, podendo ocorrer

interagdo entre elas (Wu & Zhang 2011, Kholi & Zhang 2013, Pastor et al. 2013).

5.12 Modificagoes em histonas

As histonas sao proteinas classificadas em cinco grupos, com base em seu teor de lisina
e arginina, sendo a H1 muito rica em lisina, H2A e H2B moderadamente ricas em lisina, ¢ H3
e H4 ricas em arginina. Suas caudas N-terminais se projetam para o exterior da estrutura do
nucleossomo e formam locais ideais para modificagdes covalentes, principalmente acetilagdes,
metilagdes e fosforilagdes, que podem levar a remodelacdo cromatinica e modulacdo da
expressao génica (Alberts et al. 2015).

A acetilagdo e a deacetilacdo nas histonas sdo caracterizadas, respectivamente, pela
insercao ou remogao de um grupo acetil especialmente em residuos de lisina e sdo catalisadas
pelas enzimas histona acetiltransferases (HATs) e histona deacetilases (HDACsS),
respectivamente. S3o essenciais para a regulacdo da expressdo génica e, de maneira geral,
regides hiperacetiladas estdo associadas a uma maior atividade transcricional, ao passo que a
hipoacetilacdo leva a uma menor atividade. A metilacdo de histonas, que ocorre nos residuos
de lisina e € catalisada pela enzima histona metiltransferase (HMT), pode adicionar até 3 grupos
-CH3 em cada residuo tendo como doadora a SAM. A fosforilagdo das histonas, por sua vez,
ocorre pela adi¢ao de grupos fosfato em seus residuos de serina, treonina e tirosina, € ¢ umas
das modificacdes pos-traducionais mais comuns (Cohen 1989). Os principais e mais bem

estudados sitios de modificagdes do tipo acetilagdo ou metilagcdo ocorrem nos residuos de lisina
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4,9, 14, 18, 23,27 ¢ 36 da histona H3, ¢ 5, 8, 12, 16 ¢ 20 da H4 (Thorne et al. 1990, Strahl &
Allis 2000, Lawrence et al. 2015, Zhang et al. 2021). Diversas modificagdes em histonas ja
foram descritas, e alteragdes no seu padrao tém sido relacionadas a ocorréncia de diversas

doengas, como o cancer, impactando no prognostico e agressividade de cada tipo tumoral

(Shanmugam et al. 2018, Elsheikh et al. 2019).

5.2. Glioblastoma

O glioblastoma, conhecido como glioblastoma multiforme (GBM), devido a sua
heterogeneidade no formato e tamanho celular, é o tumor primario maligno mais comum do
sistema nervoso central (SNC), representando cerca de 80% dos casos. Acomete
principalmente homens e sua incidéncia aumenta de acordo com a idade. Estima-se que sejam
diagnosticados mundialmente cerca de 3 casos a cada 100.000 pessoas por ano. E uma doenga
considerada incuravel e com prognoéstico baixo devido principalmente a sua grande resisténcia
terapéutica (Xie et al. 2015), sendo a taxa de sobrevida em 5 anos de aproximadamente 4-5%
dos casos, em pacientes com mais de 55 anos de idade, e de 26 a 33% em 2 anos (Omuro &
deAngelis 2013, Witthayanuwat et al. 2018).

A Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) classificou, em 2016, 0 GBM como uma
neoplasia de grau 4 com alta taxa de diferenciag@o astrocitica, atipias nucleares, alta taxa de
angiogénese € necrose e, com isso, alta demanda de nutrientes e de oxigénio (Komori 2017).
Embora de inicio os tumores de SNC fossem diagnosticados baseando-se em caracteristicas
histologicas (Baily & Cushing 1927), recentes descobertas demonstraram que alteracdes
genéticas e epigenéticas sdo importantes eventos na determinacdo das caracteristicas
fenotipicas, prognostico e estratégias terapéuticas desses tumores.

Além de disfuncdes metabolicas, células de GBM apresentam alteragdes epigenéticas
importantes, € a combinacao desses dois fatores ¢ um ponto critico na origem, agressividade e
resposta terapéutica desse tipo de tumor. Em 1956, Otto Warburg deu nome ao termo “efeito
Warburg”, também chamado de glicolise aerdbica, ao revelar que as células cancerigenas
metabolizavam glicose através da fermentagdo, mesmo em ambientes ricos em oxigénio,
através de transportadores de glicose GIUT1-4 e grupos de enzimas glicoliticas, como a classe
das HKs, GAPDH, GLAM, ENOI, PKM2 e LDHA. O padrido de metilacio dos genes
codificadores dessas enzimas estdo alterados no GBM. Enquanto o intron 1 dos genes
glicoliticos PKM2 e HK2 frequentemente esteja hipometilado, as regides promotoras dos genes

GLAM, ENOI1, GAPDH, HK3 e LDHA encontram-se hipermetiladas em GBM que possuem
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mutagdo no gene codificador da enzima isocitrato desidrogenase 1 (IDH1), a qual catalisa a
descarboxilacdo do isocitrato em alfa-cetoglutarato durante o ciclo de Krebs, demonstrando
pois a estreita relagdo entre a glicélise e o perfil epigenético deste tipo de tumor (de Almeida
Sassi et al. 2012, Venneti & Thompson 2012, Chen et al. 2017, Dong & Cui 2019).
Modificacdes em histonas também sdo frequentes em células de GBM. Mutag¢des com ganho
de funcdo no gene IDH1 causam aumento nos niveis do onco-metabolito 2-hidroxiglutarato (2-
HG) e levam a interrup¢@o da metilagdo dos residuos de lisina K27 e K36 da histona H3. Além
disso, mutacdes no gene H3F3A, que codifica a histona variante H3.3, também estao associadas
a um padrao de metilacdo distinto que leva a desregulacdo da expressdo génica em células de

GBM (Sturm et al. 2012, Bender et al. 2013).

5.3. Células U-251MG como modelo de estudo de GBM

Nas tltimas décadas, muitos modelos celulares provenientes de GBM foram descritos
e vém sendo utilizados a fim de mimetizar o ambiente natural deste tipo de tumor e fornecer
mais informagdes sobre sua origem, agressividade e progressdo, na tentativa de se obter novas
possibilidades terapéuticas. A escolha de um modelo celular deve levar em consideragdo
mecanismos genéticos e celulares envolvidos no GBM. Jacobs e colegas, em 2011,
descreveram alguns dos modelos mais utilizados nos estudos envolvendo esse tipo de tumor.

A linhagem celular de glioma maligno U-251MG foi estabelecida ha quase 50 anos em
um laboratorio na Upsalla, Suécia, a partir do tumor de um homem de 75 anos (Westermark et
al. 1973, Ponten & Westermark 1975). Esta linhagem possui caracteristicas histoldgicas,
imuno-histoquimicas e genéticas que mais se assemelham ao GBM humano (Jacobs et al.
2011). A partir de resultados de hibridizagdo gendmica comparativa de alta resolu¢ao (aCGH),
técnica importante que identifica os perfis genéticos mais comuns nos diferentes tipos de
cancer, subclones de U-251 foram caracterizados ¢ revelaram um acumulo de alteragdes
genéticas, amplificagdes e delecdes génicas, além de diferencas na ploidia de cada um, em
compara¢do a linhagem original U-251MG coletada de células congeladas em Uppsala em
1969, com numero médio de 66 cromossomos. Deste modo, cada subclone possui
caracteristicas fenotipicas distintas (morfologia e expressdo de marcadores de superficie
celular, taxa de crescimento alterada) e, consequentemente, respostas adversas a agentes
terapéuticos. Essas alteragdes genéticas se acumulam durante uma cultura prolongada, e

subculturas de longo prazo perdem parte da assinatura genética tipica de GBM, mostrando a
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relevancia de se utilizar linhagens celulares bem estabelecidas e com baixo nimero de

subculturas (Torsvik et al. 2014).

5.4. Modulacdo epigenética através de drogas

Por serem reversiveis e exercerem um papel importante na modulagdo da expressao
genica através da remodelacdo cromatinica, as alteragdes epigenéticas tem sido alvo de intensos
estudos envolvendo o uso de compostos quimicos, conhecidos como epidrogas, € que atuam
principalmente inibindo a acdo das DNMTs e HDACs, enzimas necessarias para a manutengao
e estabelecimento de modificagdes epigenéticas, sendo consideradas estratégias terapéuticas
importantes no combate a inimeras doengas (Rodriguez-Paredes & Esteller 2011).

O acido valproico (VPA), ou 4cido 2-n-propilpentanoico, ¢ um composto aprovado pela
US Food and Drug Administration (FDA) e ja estabelecido no tratamento de crises epilépticas,
transtornos bipolares e enxaqueca (Lagace et al. 2004, Frazee & Foraker 2008, Silva et al.
2008). Sintetizado por Burton em 1882, consiste em um é&cido graxo ramificado de cadeia curta
de apenas oito carbonos (Burton 1882) (Figura 1A), e age inibindo o neurotransmissor acido
gama-aminobutirico (GABA) e bloqueando canais de sédio e de calcio do tipo T (Perucca
2002, Chateauvieux et al. 2020). Em 1997, Cinatl e colegas descreveram os efeitos do VPA
contra células tumorais, como inibidor de HDACs (HDAC:I), favorecendo a acetilagdo das
histonas H3 e H4 e, consequentemente, afetando a transcri¢do génica através da remodelacao
cromatinica (Kramer et al. 2003, Sami et al. 2008). Estudos relatam que concentragdes
terapéuticas de VPA (0,3 — 0,7 mM) induzem parada do ciclo celular, diferenciacdo celular, e
morte celular em varios tipos de células tumorais, incluindo glioblastomas (Géttlicher et al.
2001, Phiel et al. 2001, Yagi et al. 2010, Ryu et al. 2012, Han et al. 2013, Riva et al. 2014,
Zhou et al. 2014, Sanaei & Kavoosi 2022), além de induzir acetilagdo da histona H4 (Das et al.
2007). Esta epidroga também esta envolvida no processo de demetilagdo do DNA e de histonas,
causando remodela¢do cromatinica e, consequentemente, alterando a expressdo génica em
diversos outros tipos celulares (Detich et al. 2003, Milutinovic et al. 2007, Veronezi et al. 2017,
Rocha et al. 2019, Mello 2021, Rocha et al. 2023). Diversas linhagens celulares de
glioblastomas demonstraram alteracdo no padrdo de metilagdo de diversos genes apods o
tratamento com VPA, muitos dos quais passando de um estado metilado para um demetilado
(Riva et al. 2016).

Outra epidroga bastante conhecida e também aprovada pela FDA ¢ a 5-aza-2’-

desoxicitidina (5-aza-CdR) (Figura 1B), sintetizada primeiramente por Sorm e colegas (1964).
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E um agente classico de demetilagio do DNA, que atua através da sua ligagio a DNMT1 na
via ativa do processo de metilagdo durante a replicacdo, causando perda da atividade catalitica
desta enzima (Ghoshal et al. 2005), mas também de forma passiva, independente da replicagao,
através das proteinas TETs, causando alteragdes significativas nos niveis dos intermediérios de
5mC (Sajadian et al. 2015, Manzoni 2016, Veronezi et al. 2017, Rocha et al. 2019). Esta droga
estd envolvida na reativagdo de genes supressores de tumores, reguladores de ciclo celular e
naqueles envolvidos no reparo do DNA, muitos dos quais estao silenciados pela metilagdo em
regides promotoras, sendo uma alternativa terapéutica no tratamento de muitos tipos de
tumores (Liu et al. 2001, Yan et al. 2005, Datta et al. 2009, Christman 2012, Chu et al. 2012,
Kim et al. 2016).

A o B NH,
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Figura 01. Férmulas estruturais do VPA (A) e da 5-aza-CdR (B).

Apesar do conhecimento acima relatado, estudos adicionais sdo ainda necessarios para
compreender melhor a atuagdo destas drogas, sob diferentes concentragdes, nos padrdes
epigenéticos de diferentes modelos, fornecendo uma base mais solida sobre seus efeitos na
organizagdo cromatinica, e para atingir melhor compreensao sobre o potencial terapéutico no

tratamento de diversas doencas.
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6. Objetivos

1 — Comprovar a acdo do VPA em diferentes concentracdes e por diferentes tempos de
tratamento sobre as HDACs e a acetilagdo da histona H3 na linhagem celular de glioblastoma

humano U-251MG.

2 - Avaliar o efeito do VPA sobre a metilagdo global de DNA que se encontra aumentada nas

células U-251MG, tendo como controle positivo deste processo a 5-aza-CdR.

3 — Avaliar se em associagdo aos efeitos sobre marcas epigenéticas induzidos pelo VPA em
células U-251MG ocorreria remodelacdo da cromatina de ntcleos interfasicos avaliada por

analise de imagem.
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7. Materiais e Métodos

7. 1. Linhagem celular e condi¢des de crescimento

Células da linhagem glioblastoma astrocitoma humano U-251MG foram adquiridas da
European Collection of Authenticated Cell Cultures (ECACC) (ECACC 09063001) e
cultivadas em meio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM, Sigma-Aldrich®, St. Louis,
EUA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Nutrilab, Campinas, Brasil), e
penicilina-estreptomicina a 1% (Sigma-Aldrich®, 100 IU/mL e 100 pg/mL, respectivamente),

e mantidas a 37°C com 5% de CO; em atmosfera umida.

7. 2. Sincronizagao do ciclo celular

O tempo de cultivo em lovastatina (Sigma®), droga utilizada para a sincronizag@o do
ciclo celular, e de sua concentracdo ideal para promover a parada de 70% ou mais das células
U-251MG na fase G1 foram determinados apds ensaios realizados a partir de adaptacdes dos
protocolos propostos por Keyomarsi (1996), Jackman & O’Connor (1998), Chan et al. (2008),
Javanmoghadam-Kamrani & Keyomarsi (2008), Ma & Poon (2011) e Lee et al. (2018),
realizados em diversos tipos celulares. Foi monitorado através da citometria de fluxo, onde
observou-se que a porcentagem de células sincronizadas ndo aumentava proporcionalmente
conforme aumentava-se tanto a concentracao da droga quanto o tempo de exposi¢ao das células
a ela, optando-se entdo pela menor concentragdo testada, 10 uM, por 28 h. Este tempo foi
definido com base em ensaios preliminares que apontam um tempo médio de duplicacdo desta
linhagem celular de 27,8 h (Lee et al. 2015).

As células U-251MG cultivadas em placas de 6 pogos na concentragdo de 1,5 x 104
células/mL por 24 h foram tratadas com lovastatina nas concentragdes de 10, 20, 30, 40, 50 e
60 uM e incubadas a 37°C com 5% de CO; por 24, 28 e 48 h. Apos, o meio foi aspirado e
lavaram-se as células duas vezes com solu¢dao tampao fosfato (PBS), fixando-as durante 30
min em etanol 70% a -20°C. Ap0s repetidas lavagens com PBS, utilizou-se 10 pg/mL de iodeto
de propidio (PI) (Sigma®) diluido em solugdo de Vindel (1 mM de Tris-HCI (pH 8.0), 1 mM
de NaCl, 0.1% de Triton X-100 e 10 pg/ml de RNase A) por 30 min a 37°C. O perfil do ciclo
celular e contetdo de DNA foi entdo avaliado através da técnica de citometria de fluxo,
conforme proposto por Bartova et al. (2005), e realizado com o uso de um citometro de fluxo
FACS Canto II (BD Biosciences®, San Jos¢, Califérnia) equipado com o software BD FACS

DivaTM no Laboratorio Central de Tecnologias de Alto Desempenho em Ciéncias da Vida
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(LaCTAD) da Universidade Estadual de Campinas (Campinas, Brasil). A andlise do ciclo
celular foi feita através do software ModFit LTTM disponibilizado pelo Centro de Hematologia

e Hemoterapia (Hemocentro), da Universidade Estadual de Campinas.

7. 3. Tratamento com VPA e 5-aza-CdR

Células U-251MG nas passagens de 14 a 28, sincronizadas previamente na fase G1 do
ciclo celular, foram tratadas com valproato de s6dio (VPA) (Sigma®) na concentragdo de 1 e
10 mM por 4 e 24 h. Tratamento com 5-aza-2’-deoxicitidina (5-aza-CdR) (Sigma®), na
concentragdo de 5 M por 28 h, foi utilizado como controle positivo de demetilagdo de DNA.

Todas essas condi¢des foram comparadas a controles cultivados na auséncia da droga.

7.4. Viabilidade e citotoxicidade celular

A avaliacdo de citotoxicidade induzida por cada tratamento foi realizada com testes de
exclusdao de MTT e azul de Tripan a partir de adaptacdes dos protocolos de Mosmann (1983),
Denizot & Lang (1986) e Strober (2015). O teste MTT ¢ um ensaio colorimétrico largamente
usado em estudos de citotoxicidade para avaliar a sobrevivéncia celular em presenca dos
agentes testados. Consiste na redugdo do sal brometo de 3-4,5-dimethylthiazol-2-yl-2,5-
diphenyl tetrazolium (MTT) pela enzima desidrogenase mitocondrial, levando a formagao do
produto azul formazan, cuja concentragao ¢ proporcional ao nimero de células vivas presentes
na amostra. Ja o ensaio com azul de Tripan ¢ uma técnica que utiliza a exclusao do corante em
células viaveis, ou seja, em células cuja membrana plasmatica estd integra, em comparagao a
células ndo vidveis, que ao perder a integridade da membrana ndo conseguem excluir o corante
de seu interior e, portanto, sdo visualizadas ao microscopio de luz com coloragdo azul. Para o
ensaio com MTT (Sigma®), as células foram cultivadas em placas de 96 pocos na concentragao
de 1x10° células/mL em meio completo por 24 h. Apds esse periodo, receberam seus devidos
tratamentos, sendo eles controles na auséncia da droga por 4, 24 ¢ 28 h; VPA 1, 10 e 20 mM
por 4 e 24 h, e 5-aza-CdR 5 pM por 28 h, além de lovastatina nas concentragdes de 10, 20, 30
e 40 uM por 28 e 48 h. Na sequéncia, os tratamentos foram interrompidos por inversao da placa
e foram adicionados 100 pL de solugcdo de MTT diluida em PBS em meio DMEM sem
vermelho de fenol (Sigma®) com concentracdo final de 0,5 mg/mL. A placa foi entdo
novamente incubada por 3 h a 37°C com 5% de CO;. Posteriormente, o MTT foi
cuidadosamente removido e foram adicionados em cada poco 100 pL de dimetilsulféxido

(DMSO) (Sigma®). A placa foi agitada vagarosamente por 10 min a fim de garantir a
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solubilizagdo do azul de formazan. Por fim, realizou-se a leitura de absorbancia de cada pogo
utilizando-se o espectrofotdometro MultiSkan Go (Thermo Fisher Scientific®, Helsinki,
Finlandia), no comprimento de onda teste de 560 nm e no de referéncia de 690 nm (Rocha et
al. 2021). A utilizagdo da leitura de um comprimento de onda de referéncia (690 nm) ¢ de
grande importancia, pois segundo Denizot & Lang (1986) quando este ¢ subtraido da leitura da
densidade optica em 560 nm, ocorre a corre¢do de artefatos como arranhdes no fundo dos
pogos, uma vez que o formazan ndo ¢ absorvido em 690 nm.

Para o ensaio com azul de Tripan, as células foram cultivadas em placas de 6 pogos na
concentragdo de 1x10° células/mL em meio completo por 24 h. Apds esse periodo, elas
receberam seus devidos tratamentos, sendo eles controles na auséncia da droga por 4, 24 e 28
h; VPA 1, 10 e 20 mM por 4 e 24 h, e 5-aza-CdR 5 uM por 28 h. Na sequéncia, os tratamentos
foram interrompidos, as células foram lavadas com PBS e, em cada poco, adicionou-se 500 pL.
de solugdo de tripsina-EDTA (Nutrilab®, Campinas, Brasil) de modo a proporcionar a
desagregacdo celular. Em seguida, foi adicionado 1 mL de meio DMEM completo e realizada
a contagem de células vidveis e ndo viaveis apos a coloragdo com o azul de Tripan 0,4% em

PBS (Sigma®), utilizando-se um hemocitdmetro convencional.

7. 5. Atividade de HDACs

Para a analise da atividade das HDAC:s, foi utilizado o kit de Ensaio HDAC (Sigma®),
seguindo-se as recomendacdes do fabricante. Extratos de células U-251MG sincronizadas em
Gl e tratadas com VPA foram incubados em placas de 96 pogos com o substrato da reacao
(peptideo com residuo de lisina acetilada ligado a um grupo fluorescente) por 30 min, seguida
da adi¢do do revelador que promove a quebra do substrato deacetilado pelas HDACs presentes
nas amostras e consequentente liberagdo do grupo fluorescente. A fluorescéncia ¢ diretamente
proporcional a atividade de deacetilagdo e foi medida utilizando-se o espectrofotdmetro
MultiSkan Go (Thermo Fisher Scientific®), no comprimento de onda teste de 360 nm e no de

referéncia de 460 nm.

7. 6. Western Blotting

Este procedimento foi utilizado para detec¢@o do grau de acetilacio da histona H3. Apds
cultivo celular, sincronizagdo e tratamento com VPA, proteinas totais foram extraidas dos
preparados usando o tampao RIPA (50 mM de Tris-HCI pH 8,0; 150 mM de NaCl; 1% de
Triton X-100; 0,5% de deoxicolato de sddio; 0,1% de SDS; 1 mM de EDTA; 0,5 mM de EGTA
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e 1 mM de PMSF) por pelo menos 30 min em gelo. A quantificagdo de proteinas de cada
amostra foi feita utilizando-se o reagente de Bradford (Sigma®) conforme instru¢des do
fabricante. 40 pg de proteina de cada preparado foram incubadas em tampao de amostra (0,06
M de Tris-HCI pH 6,8, 2% de SDS, 10% de glicerol, 5% de B-mercaptoetanol, 0,025% de azul
de bromofenol) por 5 min a 95°C para promover a desnaturagao das proteinas e para que fossem
submetidas a eletroforese vertical em SDS-PAGE com amperagem constante de 36 mA. Ao
final deste procedimento realizou-se a transferéncia do gel de poliacrilamida a 17% para uma
membrana de nitrocelulose (Applied Biosystem®, Waltham, Massachusetts) em amperagem
fixa de 250 mA por 90 min. A membrana foi entdo incubada com a solu¢@o bloqueio de BSA
a 5% em tampao TBST (0,01 M de Tris-HCI pH 8, 0,15 M de NaCl, 1% de Triton-X) por 2 h
e, depois, com o anticorpo anti-H3 acetil (Millipore®, Billerica, USA) a 0,1 ug/uL em BSA
3% overnight a 4°C. Por fim, ap6s remogao do tampao contendo anticorpo primario e lavagens
com TBST, a membrana foi novamente incubada por 2 h com anticorpo secundario conjugado
com peroxidase, HRP (Millipore®, Billerica, USA). A revelagdo por quimioluminescéncia foi
realizada com o kit ECL Detection Reagents (Amersham®, Pittsburgh, USA), de acordo com
protocolo do fabricante, e detectada através do fotodocumentador Alliance 6,7 (UVITEC®,
Cambridge, UK) no Centro de Pesquisa em Obesidade e Comorbidades (OCRC), da
Universidade Estadual de Campinas. A mesma membrana foi posteriormente incubada com
anticorpo anti-H4 (Abcam®, Cambridge, USA), atuando como um controle endégeno e de
normaliza¢do de modo a garantir que as diversas marcagdes do anticorpo de interesse nao
acontecessem por conta de possiveis diferencas de concentragdo de proteinas entre as amostras.
A anélise dos resultados obtidos foi realizada através do software ImageJ (NIH®, Bethesda,

USA).

7.7. Imunofluorescéncia e ELISA

O nivel global nuclear de SmC foi avaliado com ensaios de imunofluorescéncia e por
ELISA. Para o ensaio de imunofluorescéncia, as células foram cultivadas em placas de 24
pogos sobre laminulas de vidro redondas de 13 mm de didmetro, na concentrag¢do de 1 x 10*
células/mL em DMEM suplementado por 24 h. Apds sincronizagdo e tratamento com VPA e
5-aza-CdR, as células aderidas as laminulas foram fixadas em metanol absoluto por 10 min a -
20 °C, lavadas em PBS e submetidas a hidrolise por 1 h em solugcdo de HCI 2 M a 37°C,
lavagens com solu¢do tampao borato (acido bdrico 100 mM, NaCl 75 mM e tetraborato de

sodio 25 mM, pH 8,5), e bloqueio com 1% de albumina de soro bovino (BSA) em PBS por 30
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minutos. Foram entdo incubadas com anticorpo primario anti-SmC de camundongo (Sigma®,
diluicdo 1:100) em solugao de bloqueio overnight a 4°C no escuro, seguido por vérias lavagens
em PBS, incubagao por mais 1 h no escuro com anticorpo secundario anti-mouse conjugado ao
Alexa-Fluor 647 (Life Technologies®, Carlsbad, California, diluicdo 1: 250), e lavagens com
PBS. Apods a completa secagem dos preparados, foram eles montados com o meio especifico
para imunofluorescéncia Vectashield (Vector Laboratories®, Burlingame, California, USA) e
analisadas em microscopio confocal Leica TCS SP5 II (Wetzlar®, Alemanha), no LaCTAD.
As imagens foram capturadas para cada condigdo com parametros idénticos e analisadas
posteriormente utilizando-se o software ImageJ (NIH®, Bethesda, EUA).

Para a quantificagdo de SmC por ELISA, as células foram cultivadas em placas de 6
pogos, na concentragdo de 1 x 10° células/mL por 24 h. Apds sincronizagdo e tratamento com
as drogas, DNA gendmico das amostras foi extraido usando-se o kit QlAamp DNA mini
(Qiagen®, Hilden, Alemanha) e quantificado, usando o equipamento Nanodrop 2000 (Thermo
Scientific®, Carlsbad, EUA), observando-se se a propor¢dao nos comprimentos de ondas
260/280 nm era no minimo 1,8 para cada amostra, o que ¢ um indicativo de pureza da amostra.
Por fim, 100 ng do DNA extraido de cada amostra foi utilizado no kit de ELISA para a

quantificagdo de SmC (Zymo®, Irvine, EUA), de acordo com as instrugdes do fabricante.

7.8. Fixagdo celular e citoquimica

As células sincronizadas em G1, destinadas a analise de imagem, foram semeadas em
placas de 24 pocos contendo laminulas de vidro redondas de 13 mm de didmetro a uma
concentragdo de 1x10* células/mL em meio completo durante 24 h, seguindo-se de tratamento
com VPA a Il mM e 10 mM, dissolvido em PBS e pré-preparado em DMEM suplementado
com 1% de SFB. Tanto as células em tratamento quando os controles na auséncia da droga
foram cultivadas por 4 e 24 h. Células tratadas com 5 pM de 5-aza-CdR por 28 h, usando o
mesmo tempo para o controle, foram utilizadas como um controle positivo de demetilagdo do
DNA. Apos os respectivos tempos de tratamento, as células aderidas as laminulas de vidro
foram fixadas em mistura de etanol absoluto-acido acético glacial (3:1, v/v) durante 1 min,
lavadas trés vezes em etanol a 70% e secadas a temperatura ambiente. As preparagdes foram
submetidas a reagdo de Feulgen especifica para DNA (Mello & Vidal, 2017) utilizando-se
hidrolise em HCI 4 M a 25°C por 60 min, seguida por tratamento com reagente de Schiff por

40 min, trés banhos de 5 min cada em 4gua sulfurosa e um banho em 4gua destilada e secadas
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a temperatura ambiente. Por fim, foram diafanizadas em xilol e montadas em balsamo natural

do Canada (nD=1,54).

7.9. Anélise de imagem

Imagens de duzentos nucleos corados com Feulgen, escolhidos aleatoriamente para
cada condicdo experimental, foram obtidas em microscopio Axiophot (Carl Zeiss®,
Oberkochen, Alemanha) acoplado a uma camera de video colorida Sony CCD IRIS/RGB
Hyper HAD em interface com um computador pessoal, e utilizando-se o software Kontron
KS400 (Eching, Munique, Alemanha). Os parametros obtidos por esta metodologia foram
utilizados para descrever um perfil do estado da cromatina sob todas as condigdes testadas. As
condi¢des de operacao utilizadas foram as seguintes: objetiva Neofluar 40/0,75, fator optovar
2, condensador de 0,9 e luz de comprimento de onda igual a 546 nm, obtido com um filtro de
interferéncia Schott. Dois valores limites determinaram qual intervalo de valores de cinza da
imagem de entrada ¢ retido ou excluido na saida da imagem. Valores limiares (valores de cinza)
chamados Low (L) e High (H) foram determinados movendo-se as bordas no histograma de
valores cinza, de modo que as imagens nucleares parecessem bem segmentadas umas das outras
e do fundo (Vidal et al. 2006). No presente estudo, os limiares de L e H foram iguais a 0-27 e
110-117, respectivamente. Nas condi¢des operacionais usadas, 1 pm correspondia a 12,4
pixels. O software forneceu informacdes quantitativas sobre 1) parametros geométricos, como
area total nuclear (um?), area de absor¢do nuclear (um?), perimetro nuclear (um) e razdo Feret
nuclear (Feret minimo/Feret maximo, como uma indica¢do da forma nuclear); 2) parametros
densitométricos, como o valor médio de cinza por nucleo (convertido subseqiientemente em
absorbancias ou densidade Optica, OD, e densidade Optica integrada, IOD); e 3) parametros
texturais, como desvio padrdo dos valores densitométricos totais por nucleo ou variabilidade
de absorbancia por nucleo (SDtd), entropia e energia nuclear. SDtd reflete a variabilidade no
grau de empacotamento da cromatina por imagem corada com a reagdo de Feulgen (Mello et
al. 2003, Vidal et al. 2006). A entropia foi definida como o nlimero de bits necessarios para
armazenar os valores densitométricos por imagem nuclear ou a quantidade de variabilidade dos
valores cinza por nicleo (Kontron Elektronic Imaging System 1995, Mello et al. 2009). Como
mediu a complexidade de uma imagem (Barba et al. 1988), um alto valor de entropia para
nicleos corados com Feulgen pode estar associado a um alto contraste entre cromatina
condensada e ndo condensada, enquanto um valor de baixa entropia ¢ um indicador de uma

imagem com graus razoavelmente constantes (imagem mais homogénea) (Oberholzer et al.
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1996, Mello et al. 2003, Vidal et al. 2006, Vidal et al. 2014). IOD, neste caso, reflete o contetido
de Feulgen-DNA em unidades arbitrarias, e ¢ obtido pelas absorbancias multiplicadas pela area

nuclear total.

7.10. Analises estatisticas

Os calculos foram realizados usando-se o software Prism 5 (La Jolla®, California,
EUA). A significancia estatistica considerada em todas as andlises foi de P<0,05, sendo
calculada por ANOVA e teste t de student quando as amostras apresentaram uma distribui¢cao
normal avaliada através do teste de Shapiro-Wilk, e pelo teste Mann-Whitney e Kruskal-Wallis
para avaliar a significncia estatistica quando as amostras ndo seguiram uma distribui¢do

normal.
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8. Resultados

8.1. Sensibilidade das células U-251MG aos tratamentos com VPA e 5-aza-CdR

Os resultados obtidos com o ensaio MTT ndo indicaram alteracdo significativa da
viabilidade e citotoxicidade celular para os tratamentos nos quais as células foram cultivadas
em presenga de VPA 1, 10 ou 20 mM por 4 h, ou de VPA 1 mM por 24 h, bem como em
presenca de 5-aza-CdR por 28 h (Figura 1). Porém, sob tratamentos mais drésticos e
prolongados, como naqueles nos quais as células foram tratadas com VPA 10 e 20 mM por 24

h, observou-se decréscimo na viabilidade celular (Figura 1).
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Figura 1. Viabilidade das células U-251MG determinada com ensaio MTT. Os dados
representam as médias e erros padrao de experimentos independentes (n = 12 cada condigdo).
*Diferengas significativas ao nivel de P<0.05.

No ensaio com azul de Tripan, porém, ndo houve indicagdo de alteragdo
estatisticamente significante da viabilidade celular em todas as condicdes utilizadas (Figura 2).
Para os ensaios subsequentes, optou-se por excluir o uso de VPA na concentragido de

20 mM, pela perda da viabilidade celular demonstrada com o teste de MTT.
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Figura 2. Viabilidade das células U-251 determinada pelo ensaio com o uso do azul de
Tripan. O tratamento das células com VPA seguiu um cultivo por 4 ¢ 24 h. Os dados
representam as médias e erros padrdo de experimentos independentes (n = 3 cada condicao).

8.2. Sincronizacao do ciclo celular por citometria de fluxo e ensaio de viabilidade celular das

células a lovastatina

Células tratadas com lovastatina (LOV) exibiram morfologia celular caracteristica, com
alteracdes no tamanho e densidade celular, devido a alteracdes na expressao de componentes
do citoesqueleto, como a F-actina (Kuzma-Kuzniarska et al., 2015) (Figura 3), e foram
analisadas por de citometria de fluxo a fim de se averiguar qual concentracao e tempo de acao
desta droga seriam necessarios para a parada de pelo menos 70% das células na fase GO/G1 do
ciclo celular, conforme proposto na literatura (Keyomarsi, 1996). Observou-se que apos 24 h
de tratamento com esta droga, a porcentagem de células sincronizadas ndo atingia 70%. Ensaios
preliminares apontam um tempo médio de duplicagdo desta linhagem celular de 27,8 h (Lee et
al. 2015) e, de fato, apods tratamento com LOV por 28 e 48 h houve um aumento significativo
na porcentagem de células em G1, em comparagdo aos respectivos controles, mas ndo de forma
dose-dependente, uma vez que aumentando-se a concentragao dessa droga o niumero de células
em G ndo aumentava proporcionalmente (Figura 4A). Apds o tratamento das células com
lovastatina e andlise da distribuicdo do ciclo celular por citometria de fluxo (Figuras 4B e 4C)
seguiu-se com o ensaio de viabilidade celular para verificar se alguma dessas concentragdes
teria efeito citotoxico. Os resultados mostraram que a droga alterou significativamente a
viabilidade celular nas concentragdes de 20, 30 € 40 uM por 28 h, assim como quando as células

foram tratadas por um tempo maior em todas as concentragdes analisadas (Figura 5). Foi entdo
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definido o tratamento com LOV na concentracdo de 10 uM por 28 h para a sincronizacio das
células U-251MG na fase G1 do ciclo celular. Estes resultados corroboram relatos prévios
publicados para diversos outros tipos celulares (Jackman & O’Connor, 1998, Javanmoghadam-

Kamrani & Keyomarsi, 2008).

Figura 3: Imagens de células U-251MG adquiridas em contraste de fase. (A) representa
células na auséncia da lovastatina e (B) representa células tratadas com 10 uM da droga por 28
h.
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Figura 4: Sincroniza¢io das células U-251MG por lovastatina avaliada por citometria de
fluxo. (A) representa a porcentagem de células na fase G0/G1 em diferentes tempos de
exposicao a droga (24, 28 e 48 h), em seis concentracdes crescentes, em comparagdo aos
respectivos controles. (B) e (C) representam o perfil do ciclo celular em células controle e em
células tratadas com 10 uM de LOV por 28 h, respectivamente.
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Figura 5. Viabilidade das células U-251MG determinada com ensaio MTT. Os dados
representam as médias e erros padrao de experimentos independentes. (n = 15 cada condi¢do)
*Diferengas significativas ao nivel de P<0.05.

8.3. Atividade de HDAC:s ¢ acetilagdo de histona H3

O ensaio enzimdtico para atividade de HDACs revelou diminuicdo estatisticamente
significante na atividade dessas enzimas ap0s tratamento com VPA 1 e 10 mM por 4 h. Embora
o tratamento por 24 h nao tenha revelado alteracao significativa em termos estatisticos, ha uma
tendéncia a decréscimo nessa atividade. Nao houve altera¢do na atividade enzimatica quando
as células foram tratadas com 5-aza-CdR (Figura 6).
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Figura 6. Atividade relativa de HDACs em células U-251MG tratadas com VPA e 5-aza-
CdR. Os dados representam as medianas e erros padrao de experimentos independentes (n = 8
em cada condic¢do). *, diferengas significativas ao nivel de P<0.05.

Os ensaios de WB mostraram um aumento significativo nos niveis de acetilagdo da
histona H3 em todas as condi¢des em que as células foram tratadas com VPA, sendo que este
aumento se revelou dose-dependente. Nao houve alteracdo significativa nos niveis de

acetilacdo de H3 com o tratamento por 5-aza-CdR (Figura 7).
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Figura 7. Acetilacio da histona H3 em células U-251MG tratadas com VPA e 5-aza-CdR.
(A) representa um exemplo de blot com a histona H4 sendo utilizada como controle enddgeno
e normalizador dos niveis de H3ac. (B) representa a acetilagdo relativa da histona H3 nas
diferentes condic¢des analisadas, comparadas entre si (n = 5 cada condi¢do). *Diferencas
significativas ao nivel de P<0.05.

8.4. Niveis de 5SmC no DNA de células U-251MG tratadas com VPA e 5-aza-CdR

Os niveis de SmC, avaliados com ensaios imunofluorescéncia ¢ ELISA, demonstraram
haver uma diminui¢do na abundancia de metilacdo global no DNA de células U-251MG
quando tratadas com VPA e 5-aza-CdR nas condi¢gdes experimentais utilizadas (Figura 8). A
diminui¢ao nos niveis de SmC, apesar de presente, ndo foi estatisticamente significativa para
tratamentos prolongados com o VPA através de ELISA, provavelmente pela limitagdo no
numero de testes realizados neste ensaio afetados por sua variabilidade. 5-aza-CdR confirmou-
se como agente classico de demetilagdo do DNA (Ghoshal et al. 2005, Datta et al. 2009),

diminuindo os niveis de 5SmC nas células U-251MG tratadas com esta droga em ambos o0s
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ensaios realizados. A analise visual das células obtida através de imunofluorescéncia também

evidencia estes resultados (Figura 9).
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Figura 8. Niveis globais de SmC em células U-251MG tratadas com VPA e 5-aza-CdR.
Resultados obtidos com ELISA (A) e imunofluorescéncia (B). Os dados representam as médias
e erros padrao de experimentos independentes para imunofluorescéncia (n = 80 cada condicao)
e ELISA (n = 6 cada condigdo). *Diferencgas significativas ao nivel de P<0.05.
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Figura 9. Sinais de imunofluorescéncia para SmC em células U-251MG tratadas com
VPA e 5-aza-CdR. (A) Imagens nucleares das células tratadas com VPA por 4 e 24 h e por 5-
aza-CdR por 28 h. Os controles se referem ao cultivo na auséncia da droga. As imagens sao
representativas de experimentos independentes (n = 80 cada condicdo). A barra das escalas
corresponde a 10 pm. (B) Perfis obtidos com o software ImagelJ representativos da intensidade
de fluorescéncia ao longo de um eixo estabelecido na imagem de nticleos de células cultivadas
na auséncia das drogas (preto), nas células cultivadas na presengca de VPA 1 mM (azul) e 10
mM (vermelho) e de 5-aza-CdR (verde).

8.5. Efeito do VPA e da 5-aza-CdR sobre a supraorganizacao da cromatina de células U-

251MG interfasicas

Exemplos de imagens dos nucleos interfasicos das células submetidas a reacdo de
Feulgen obtidas com fotomicroscopio Zeiss Axiophot 2 podem ser observados na Figura 10. A
andlise de imagem com sistema de video permitiu o estabelecimento de dados relacionados a

parametros geométricos, densitométricos e texturais.
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Figura 10. Células U-251MG submetidas a reacio de Feulgen. A, D e G representam
nucleos corados de células controle cultivadas na auséncia das drogas, B e E, células tratadas
com VPA 1 mM; C e F, células tratadas com VPA 10 mM; H, células tratadas com 5-aza-CdR
5 uM. Barras de escala, 50 pm.

Os dados referentes a parametros geométricos e densitométricos estudados neste
trabalho estdo apresentados na tabela 1. Em relagdo aos controles ndo tratados com VPA,
demonstrou-se um aumento na area nuclear concomitante a uma diminuicdo em OD com o
avanco do tempo de cultura (Figuras 11 e 12, Tabela 1). O tratamento das células com VPA
por 4 h induziu elevada variabilidade nos valores de 4rea nuclear, mas que, se comparados em
termos de mediana com teste estatistico ndo paramétrico, indicaram aumento nesse item
(Tabela 1). Em simultaneidade a esse evento, ocorreu diminuicdo em OD (Figuras 11 e 12,
Tabela 1). Quando o tratamento com VPA se estendeu por 24 h, houve acentuado decréscimo
em area nuclear, acompanhado por decréscimo em OD, ambos de maneira dose-dependente
(Figuras 11 e 12, Tabela 1). Com o tratamento por 5-aza-CdR houve aumento na variabilidade

dos valores de area nuclear e significativo decréscimo em OD (Figuras 11 e 12, Tabela 1).
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Figura 11. Area nuclear (um?) (A) e OD (B) de ntcleos interfasicos de células U-251MG
tratadas com VPA e 5-aza-CdR e submetidas a reacio de Feulgen. Os dados representam

as medianas e erros padrao de experimentos independentes. *, diferencas significativas ao nivel
de P<0.05 (teste de Mann-Whitney).
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Figura 12: Diagramas de dispersio mostrando a relacio entre a densidade otica (OD) e
area nuclear de células U-251MG tratadas com VPA por 4 h (A), 24 h (B), e 5-aza-CdR
por 28 h (C) e seus respectivos controles na auséncia das drogas. Os dados referem-se a
analise de 200 nucleos por tratamento.

Os nucleos de células tratadas por 4 h com 10 mM de VPA e por 28 h com 5 uM de 5-
aza-CdR tiveram aumento significativo dos valores de razdo Feret em relagdo aos controles

ndo tratados, indicando alteragdo de forma nuclear para um corpo elipsdide menos alongado
(Figura 13).
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Figura 13. Razio Feret de nucleos interfasicos de células U-251MG submetidas a reacio
de Feulgen. Os dados representam as medianas e erros padrao de experimentos independentes.
*Diferencgas significativas ao nivel de P<(.05 (teste de Mann-Whitney).

O contetido Feulgen-DNA, representado pelo parametro IOD, ndo se mostrou alterado
apos tratamentos com VPA por 4 h e com 5-aza-CdR por 28 h, porém mostrou decrescido dose-
dependente apos tratamento com VPA por 24 h (Tabela 1, Figura 14). A diminuicao nos valores
de Feulgen-DNA (IOD) com o tratamento por VPA por 24 h ¢ nitida quando se examina a
frequéncia desses valores deslocada para o lado esquerdo de seu grafico de distribuicdo seja

correlacionada com os respectivos valores de area nuclear ou de razdo Feret (Figuras 15 e 16).
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Figura 14. Valores de IOD (Feulgen-DNA) *Diferencas significativas ao nivel de P<0.05
(teste de Mann-Whitney).
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Figura 15: Diagramas de dispersio mostrando a relagio entre a 4area nuclear (um?) e os
valores de Feulgen-DNA em unidades arbitrarias (A. U.) de células U-251MG tratadas
com VPA por 4 h (A), 24 h (B), e 5-aza-CdR por 28 h (C) e seus respectivos controles na
auséncia das drogas. Os dados referem-se a analise de 200 nucleos por tratamento.
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Figura 16: Diagramas de dispersdo mostrando a relacio entre a razio Feret e os valores
de Feulgen-DNA em unidades arbitrarias (A. U.) de células U-251MG tratadas com VPA
por 4 h (A), 24 h (B), e 5-aza-CdR por 28 h (C) e seus respectivos controles na auséncia
das drogas. Os dados referem-se a analise de 200 nucleos por tratamento.
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Tabela 1. Parametros geométricos e densitométricos de células U-251MG tratadas com VPA e 5-aza-CdR e submetidas a rea¢do de Feulgen.

Tratamento Are?ul\;ilzc):lear Razao Feret OD (unida dei(zllr?)i trérias)

TE:(I}I;l)p © Droga  Concentragao X S Md X S Md X S Md X S Md
ZEero 130,01 54,84 116,39* 0,6909 0,1167 0,6900* 0,554 0,053 0,556* 69,17 33,07 58,95

4 1 155,31 80,04 124,83° 0,7067 0,1144 0,7100 0,475 0,047 0,460° 70,33 34,44 5745
VPA 10 152,96 103,06 127,31° 0,7239 0,1108 0,7300° 0,499 0,050 0,497 72,43 50,83 59,33

(mM) Zero 190,13 59,74 179,72* 0,6833 0,1205 0,6900 0,528 0,048 0,524* 99,70 31,24 92,89*

24 1 182,37 72,63 160,60° 0,6886 0,1190 0,6900 0,499 0,060 0,499° 90,11 3529 79,14°
10 129,01 60,80 119,41°¢ 0,6768 0,1201 0,6800 0,464 0,052 0,474° 58,77 31,28 49,30°

- 5-aza-CdR zero 141,97 50,82 139,47 0,6554 0,1068 0,6500* 0,533 0,061 0,529* 73,31 35,39 70,83
(uM) 5 152,17 77,19 128,30 0,6846 0,1059 0,6900° 0,500 0,066 0,500° 74,76 36,09 68,25

Letras diferentes significam diferencas significativas ao nivel de P<0.05 (teste de Mann.Whitney); X, média aritmética; S, desvio padrao; Md,
mediana. Os dados representam os resultados das analises de 200 nucleos interfasicos.
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Os parametros texturais SDtd, entropia e energia, que refletem a heterogeneidade e
complexidade de distribuicdo da estrutura cromatinica revelada com a reagdo de Feulgen,
sofreram modificagdes significativas com a acdo do VPA, porém ndo se alteraram com o
tratamento pela 5-aza-CdR nas condigdes experimentais utilizadas (Tabela 2, Figuras 17 - 20).
Tanto os valores de SDtd quanto os de entropia aumentaram apds tratamento das células com
VPA 10 mM por 4 h e decresceram quando esse tratamento se estendeu por 24 h (Tabela 2,
Figuras 17 - 19). Houve decréscimo nos valores de SDtd, porém nao nos de entropia, apos
tratamento das células com VPA 1 mM por 4 h, o que no caso de SDtd parece ter sido
contribuido por pequena parte da populacdo analisada (Figura 18). Os dados obtidos para o
parametro energia nuclear foram em sua maioria inversamente proporcionais aos resultados de

SDtd e entropia (Figuras 17 - 20).

Tabela 2. Parametros texturais de células U-251 MG tratadas com VPA e 5-aza-CdR e

submetidas a rea¢do de Feulgen.

Tratamento SDtd Entropia Energia
Tempo — — —

) Droga  Concentragdo X S Md X S Md X S Md
ZEero 8,603 1,995 8,235* 5,126 0,359 5,100* 0,033 0,009 0,030*
4 1 8,305 1,935 7,980° 5,079 0,374 5,055° 0,036 0,010 0,040°
VPA 10 11,523 3,033 11,400 5,431 0,364 5,460 0,027 0,008 0,026°
(mM) Zero 12,571 3,147 12,300* 5,630 0,316 5,635 0,025 0,007 0,020
24 1 12,524 2,440 12,450° 5,574 0,274 5,590° 0,024 0,006 0,021°
10 10,005 3,010 9,520° 5,223 0,393 5,230° 0,032 0,010 0,030¢
- 5-aza-CdR ZEero 16,276 3,810 15,855 5,908 0,302 5,930 0,019 0,005 0,020
(LM) 5 15,847 3,241 15,490 5,884 0,273 5,910 0,019 0,005 0,020

Letras diferentes significam diferencas significativas ao nivel de P<0,05 (teste de Mann-
Whitney). X, média aritmética; S, desvio padrao; Md, mediana. Os dados representam os
resultados das analises de 200 nucleos interfasicos.
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Figura 17. Parametros texturais de nucleos interfasicos de células U-251 MG submetidas
a reacio de Feulgen. Acham-se representados dados de SDtd (A), entropia (B) e energia
(C). Os dados representam as medianas e erros padrdo de experimentos independentes. *,
diferencas significativas ao nivel de P<0.05 (teste de Mann-Whitney).
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Figura 18: Diagramas de dispersdo mostrando a relaciio entre o parametro textural SDtd
e os valores de Feulgen-DNA em unidades arbitrarias (A. U.) de células U-251MG
tratadas com VPA por 4 h (A), 24 h (B), e 5-aza-CdR por 28 h (C) e seus respectivos
controles na auséncia das drogas. Os dados referem-se a andlise de 200 ntcleos por
tratamento
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Figura 19: Diagramas de dispersdo mostrando a relacio entre o parametro textural
entropia e os valores de Feulgen-DNA em unidades arbitrarias (A. U.) de células U-
251MG tratadas com VPA por 4 h (A), 24 h (B), e 5-aza-CdR por 28 h (C) e seus
respectivos controles na auséncia das drogas. Os dados referem-se a analise de 200 nucleos
por tratamento.
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Figura 20: Diagramas de dispersdo mostrando a relacdo entre o parimetro textural
energia e os valores de Feulgen-DNA em unidades arbitrarias (A. U.) de células U-251MG
tratadas com VPA por 4 h (A), 24 h (B), e 5-aza-CdR por 28 h (C) e seus respectivos
controles na auséncia das drogas. Os dados referem-se a andlise de 200 nucleos por
tratamento.
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9. Discussao

Neste estudo, buscou-se comprovar a agdo do VPA em diferentes concentracdes e por
diferentes tempos de tratamento sobre a atividade de HDACs, a acetilacdo da histona H3, a
metilacdo global de DNA e o estado estrutural da cromatina na linhagem celular de
glioblastoma humano U-251MG.

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram redug¢do na atividade de HDACsS,
estatisticamente comprovada com o tratamento mais curto pelo VPA e com tendéncia de
redug¢do, embora ndo estatisticamente demonstrada, com o tratamento mais longo por essa
droga. Tal reducdo, um efeito esperado frente ao tratamento com um inibidor de HDAC como
o VPA, encontra suporte em relatos prévios para diversos tipos celulares incluindo células de
glioblastoma (Kramer et al. 2003, Sami et al. 2008, Eckschlager et al. 2017, Sanaei & Kavoosi
2022).

Em simultaneidade a redu¢ao na atividade de HDACs, nossos dados demonstraram, nos
varios tratamentos com VPA, a indu¢do de acetilacdo de histonas, o que ¢ um evento
geralmente constatado em outros tipos celulares, conforme consta na literatura (Gottlicher et
al. 2001, Phiel et al. 2001, Kramer et al. 2003, Sami et al. 2008, Yagi et al. 2010, Ryu et al.
2012, Han et al. 2013, Riva et al. 2014, Zhou et al. 2014, Eckschlager et al. 2017, Mello 2021,
Sanaei & Kavoosi 2022). No caso das células U-251MG, demonstramos que o VPA induz a
acetilagdo da histona H3, havendo ja o relato de que nessas células o VPA induz acetilagio da
histona H4 (Das et al. 2007). Como esperado, o tratamento com 5-aza-CdR ndo afetou nem a
atividade de HDACs nem a acetilacdo da histona H3.

Quanto ao estudo dos efeitos do VPA sobre a metilacio do DNA em células de
glioblastoma, deve-se salientar que nessas células tal marca epigenética acha-se intensificada
em promotores de diversos genes tais como GLAM, ENOI1, GAPDH, HK3 ¢ LDHA (de
Almeida Sassi et al. 2012, Venneti & Thompson 2012, Chen et al. 2017, Dong & Cui 2019) e
que ja existe o relato de que o VPA possa afetar esse cendrio (Riva et al. 2016).

Ja € bem estabelecido o efeito do VPA sobre a metilagio do DNA, promovendo, na
maioria das vezes, diminui¢do desta marca epigenética em diversos tipos celulares, incluindo
linhagens de glioblastomas, principalmente quando em associagdo com outras drogas (Detich
et al. 2003, Tabolacci et al. 2008, Dong et al. 2010, Riva et al. 2016, Veronezi et al. 2017,
Barciszewska et al. 2022). Apds sincronizagdo celular e tratamento com VPA, as células U-
251MG apresentaram diminui¢do nos niveis globais de 5SmC para todas as condigdes

analisadas, ainda que os resultados obtidos por ELISA ndo tenha sido estatisticamente
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significativos para o tratamento mais prolongado com essa droga, fato que pode ser facilmente
justificado pela limitagdo do kit em relagdo ao numero de repeticdes possiveis de serem
realizadas e também se levarmos em consideracao que por 24 h a uma concentracao de 10 mM
o VPA diminui a viabilidade celular na linhagem considerada no estudo. Essa redu¢do também
foi visualizada através de imagens de imunofluorescéncia. Vale ressaltar também que o
tratamento com a 5-aza-CdR também ocasionou as mesmas observacdes em todas as
condi¢des, efeito esperado por ser um agente demetilante do DNA (Ghoshal et al. 2015, Kim
et al. 2016), que ao se ligar ao DNA reativa genes supressores de tumor que foram silenciados
pela metilagdo do seu promotor. A demetilacio do DNA por 5-aza-CdR em células U-251MG
e a redu¢do no tamanho de tumores induzidos por tais células tratadas com 5-aza-CdR foram
j& demonstradas (Chu et al. 2012).

Trabalhos recentes de Barciszewska e colegas (2019, 2022) mostram que a
hipometilagdo do DNA através da agdo do VPA também ocorre através da formacgdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), em um mecanismo chamado demetilacdo oxidativa do
DNA. Segundo eles, a formacdo de 8-oxo-dG fornece informagdes sobre o processo de
metilacdo do DNA devido a reacdo do grupo metil de SmC com ROS. Seus trabalhos com
diferentes linhagens de glioblastoma tiveram resultados interessantes ao relacionar
hipermetilacdo global do DNA quando as células foram submetidas a dosagens de VPA que
variavam de 250 a 500 mM por 3 e 24 h, com uma diminui¢do concomitante dos niveis de 8-
0x0-dG (um marcador de dano oxidativo ao DNA). Este fato sugere indu¢do de mecanismos
de reparo do DNA, porém a exposi¢ao prolongada ao VPA (48 h) promoveu diminui¢do global
dos niveis de SmC (hipometilagdo) sem que houvesse alteragdo em 8-0x0-dG, o que estd mais
proximo dos achados encontrados no presente trabalho, ainda que ndo tenha sido mensurado
os niveis deste marcador. Os niveis de ROS em células tumorais sdo mais altos que em células
normais devido ao fato de terem maior atividade metabolica e disfungdes relacionadas a ela,
que afetam inclusive a sinalizag¢do celular, levando a uma maior atividade oncogénica, com
maiores taxas de proliferagdo e metéastase (Conti et al. 2010, Salazar-Ramiro et al. 2016),
estando portando o cérebro muito mais suscetivel aos efeitos nocivos das ROS devido ao seu
alto metabolismo, consumo de oxigénio e baixa capacidade de regeneragdo celular. Seguindo
este raciocinio pode-se sugerir que os resultados apresentados neste estudo, no que se refere a
demetilacdo global do DNA através da agdo do VPA em concentragdes altas e com uma maior
exposicao, pode estar relacionado a uma maior instabilidade gendmica devido a demetilagao
oxidativa do DNA, com a reag¢do do grupo metil de SmC com ROS, ja comprovada em outro

estudo (Barciszewska et al. 2019), porém estudos adicionais precisam ser realizados a fim de
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se comprovar se nas condi¢des deste estudo ocorreria aumento deste marcador de dano
oxidativo ao DNA.

Ao lado da inducdo de inibigcdo da atividade de HDACsS, acetilagdo da histona H3 e
decréscimo nos valores globais de SmC no DNA das células U-251MG pela acdo do VPA,
dados originais referentes ao estado estrutural da cromatina foram obtidos neste trabalho, com
andlise de imagem, em preparados submetidos a reagdo de Feulgen. Dentre os varios
parametros estudados, saliente-se que o grau de empacotamento da cromatina por nucleo,
identificado como SDtd e a entropia nuclear, definida em termos de nimero de bits necessarios
para armazenar valores densitométricos por imagem, segundo o software Kontron KS-400
utilizado, indicaram que o tratamento por VPA tem o potencial de promover remodelagdo
cromatinica nas células U-251MG. Isto ndo aconteceu quando essas células foram cultivadas
em presenca de 5-aza-CdR.

Dado que os valores de SDtd e de entropia, que de inicio se mostraram aumentados com
o tratamento mais curto (4 h) com VPA 10 mM, decresceram significativamente com o
tratamento mais longo (24 h) com VPA na mesma concentragdo, admite-se ocorrer
descondensacdo cromatinica. Uma vez que o tratamento com 5-aza-CdR ndo induz tal alteracao
na cromatina, sugere-se que o evento promovido por acdo do VPA, e que poderia favorecer a
expressdo génica, possa estar mais envolvido com a acetilagdo de histonas do que com a
demetilagdo do DNA. A descompactacdo da cromatina gerada por acdo do VPA pode levar
regides mais frouxas da cromatina a exercerem menor resisténcia a hidrolise acida da reagao
de Feulgen, o que explicaria a redug@o nos valores Feulgen-DNA (IOD) e alteragdo em formas
e tamanhos nucleares nas células cultivadas na presenca de VPA 10 mM por 24 h. Tais
resultados obtidos através da andlise de imagem de nucleos interfasicos submetidos a reacao
de Feulgen estdo em concordancia com trabalhos prévios de nosso grupo, em outras linhagens
celulares (Felisbino et al. 2011, 2014, Veronezi et al. 2017).

Quanto aos procedimentos metodologicos utilizados neste trabalho, verificou-se
reducdo da viabilidade celular das células U-251MG aos tratamentos mais drasticos e
prolongado com VPA (10 e 20 mM, 24 h), quando analisadas por teste de MTT, mas ndo houve
as mesmas alteragdes através da andlise por teste de exclusdo com azul de tripan. Dessa
maneira, como uma forma de comparagdo, optou-se por manter apenas as concentragoes de 1
e 10 mM de VPA, levando-se em consideracdo estudos anteriores que relatam indugdo da
inibicdo da viabilidade e supressdo da proliferacdo celular (Han et al. 2013, Tsai et al. 2013,
Han et al 2020), porém deve-se ter cautela na interpretagdo dos dados obtidos nas

concentragdes e tempos de exposi¢ao consideradas citotoxicas para a linhagem celular utilizada
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neste estudo. Para a 5-aza-CdR, droga utilizada como controle de demetilagdo do DNA, nao
houve diminuicao da viabilidade celular na concentragdo de 5 uM por 28 h, corroborada com
estudos anteriores que mostraram que tal diminui¢do ocorreria quando as células sdo tratadas
com doses acima de 1 pM por um periodo mais longo (Palli et al. 2008).

Ainda levando-se em considera¢do o efeito do VPA sobre a progressao do ciclo celular
(Tsai et al. 2013, Rocha et al. 2019), a sincronizacdo da fase celular fez-se necessaria para obter
populacdes de células em um mesmo momento celular, o que permitiu uma melhor
interpretagdo dos resultados. O uso da lovastatina como uma ferramenta bioquimica nesse
processo conseguiu promover a sincronizacao de cerca de 75% das células U-251MG em Gl1,
sem trazer riscos de citotoxicidade, comprovada através do ensaio por MTT. O teste de
citotoxicidade realizado ¢ de suma importancia, uma vez que esta droga pode induzir apoptose

em alguns tipos celulares (Javanmoghadam-Kamrani & Keyomarsi 2008).
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10. Conclusoes

1 — Houve aumento na acetilagdo da histona H3, decréscimo nos niveis globais de SmC no
DNA e remodelagdo cromatinica identificivel por analise de imagem nas células de
glioblastoma U-251MG cultivadas na presenga de VPA na concentragdo de 1 e 10 mM pelo
tempo de 24 h, que exibem redugdo na atividade de HDAC:s,

2 - As células U-251MG sofrem hipometilagdo de DNA, porém ndo demonstram aumento na
acetilacdo de histonas H3 nem alteragdo na supraorganiza¢do da cromatina, quando cultivadas

na presenga de 5-aza-CdR 5 uM por 28 h.

3 - Admite-se que a descompactacdo cromatinica detectavel pela agdo do VPA nas células U-
251MG estaria mais envolvida com a inducdo de acetilagdo de histonas do que propriamente
com a demetilagdo do DNA, comparando-se os resultados obtidos apos cultivo das células U-

251MG em presenga de VPA e de 5-aza-CdR.

4 - Nao hé indugdo de citotoxicidade avaliada através do teste de MTT com o uso da lovastatina
na concentragdo de 10 uM por um periodo de 28 h, para sincronizagao celular na fase G1 de
células U-251MG. O mesmo ocorre com o uso da 5-aza-CdR na concentrag¢do de 5 uM, pelo

mesmo tempo de exposicao.

5 - O VPA induz citotoxicidade nas células U-251MG na concentragdo de 10 uM pelo tempo
de 24 h e, por isso, ¢ importante avaliar e interpretar de maneira criteriosa os resultados obtidos

nesta condigdo especifica.
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