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RESUMO

O aminoacido hipusina [N&-(4-amino-2-hidroxibutil)-lisina] foi isolado pela primeira
vez em 1971 a partir de extratos de cérebro bovino. A hipusina origina-se a partir de
uma modificacdo pos-traducional que ocorre no fator de inicio de traducdo de
eucariotos 5A (elF5A), uma proteina altamente conservada produzida por
arqueobactérias e eucariotos. A proteina elF5A é a Unica descrita contendo o
residuo de aminoéacido hipusina, o qual é essencial para sua atividade. A hipusina
como aminoacido livre é consequéncia da degradacéo proteolitica de elF5A. Neste
trabalho, mostramos pela primeira vez evidéncia de atividade biolégica para a
hipusina livre. Para isso, células C6 derivadas de glioma de rato foram tratadas com
hipusina e diferentes parametros celulares foram avaliados. O tratamento com
hipusina reduziu significativamente a proliferacdo de células C6 e suprimiu
fortemente sua capacidade clonogénica sem levar as células a apoptose. O
tratamento com hipusina também diminuiu o contetdo do transcrito codificador de
elF5A e o perfil global de sintese proteica, o que pode ter ocorrido devido a um
feedback negativo em resposta a alta concentracdo de hipusina adicionada de forma
exdgena. A hipusina pode ter afetado o conteddo e/ou a hipusinacdo da proteina
elF5A recém-sintetizada, o que pode ter levado a uma estagnacao no processo de
traducdo. Além disso, o tratamento com hipusina também alterou o metabolismo
celular, por meio da regulacdo das vias para a producdo de energia, reduzindo a
respiracdo celular acoplada a fosforilacdo oxidativa e aumentando o metabolismo
anaerobico, evidenciado pelo aumento da producédo de lactato. Esses resultados e a
relacdo entre elF5A e o processo de desenvolvimento tumoral nos levaram a testar a
associacdo da hipusina com o quimioterapico temozolomida. A combinacdo de
temozolomida com hipusina reduziu a conversdo do MTT para 0s mesmos niveis
observados utilizando o dobro da dose de temozolomida isoladamente,
demonstrando entdo uma acéo sinérgica entre os compostos. Assim, desde 1971,
este é o primeiro estudo que mostra evidéncia de atividade bioldgica para a hipusina
como um aminoacido livre e ndo como um componente essencial para a atividade

da proteina elF5A.

Palavras-chave: Modificagdo pds-traducional. elF5A. Proliferagdo celular. Sintese

proteica. Metabolismo oxidativo.



ABSTRACT

Hypusine amino acid [N&-(4-amino-2-hydroxybutyl)-lysine] was first isolated in 1971
from bovine brain extracts. Hypusine originates from a post-translational modification
at the eukaryotic translation initiation factor 5A (elF5A), a protein produced by
archaebacteria and eukaryotes. The elF5A protein is the only one described
containing the hypusine residue, which is essential for its activity. Hypusine as a free
amino acid is a consequence of proteolytic degradation of elF5A. Herein, we
showed, for the first time, evidence of biological activity for the free hypusine. C6 rat
glioma cells were treated with hypusine, and different cellular parameters were
evaluated. Hypusine treatment significantly reduced C6 cell proliferation and potently
suppressed their clonogenic capacity without leading the cells to apoptosis. The
treatment also decreased the content of the elF5A-encoding transcript and the global
protein synthesis profile, which may occur due to negative feedback in response to
high hypusine concentration. Hypusine could have affected the protein content
and/or the hypusination of newly synthesized elF5A and led to stagnation in the
translation process. Besides, hypusine treatment also altered cellular metabolism by
changing the pathways for energy production, reducing cellular respiration coupled
with oxidative phosphorylation, and increasing the anaerobic metabolism. These
results, and the relationship between elF5A and tumoral development, led us to test
the combination of hypusine with the chemotherapeutic drug temozolomide.
Combining temozolomide with hypusine reduced the MTT conversion to the same
levels as those observed using double temozolomide dosage alone, demonstrating a
synergetic action between the compounds. Thus, since 1971, this is the first study
showing evidence of biological activity for hypusine as a free amino acid and not as

an essential component of the eiF5A protein.

Keywords: Post-translational modification. elF5A. Cell proliferation. Protein

synthesis. Oxidative metabolism.
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1 INTRODUCAO

1.1 A descoberta do aminoacido hipusina e dos dipeptideos contendo
hipusina

Em 1971, um novo aminoacido basico denominado hipusina (Figura 1) foi
isolado a partir de extrato solivel de cérebro bovino, o qual teve sua estrutura
determinada como  NB8-(4-amino-2-hidroxibutil)-2,6-diaminohexandico  (SHIBA;
MIZOTE; KANEKO; NAKAJIMA et al., 1971). O nome hipusina foi proposto devido
ao fato de este aminoacido apresentar similaridade estrutural com parte das
moléculas hidroxiputrescina e lisina (SHIBA; MIZOTE; KANEKO; NAKAJIMA et al.,
1971).

Figura 1 - Estrutura bidimensional (2D) do aminoé&cido hipusina. Férmula molecular: C1o0H23N30:s.
PubChem CID: 65396.
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Fonte: Base de dados Reaxys® Copyright © 2022 Elsevier Life Sciences IP Limited. Reaxys é uma
marca registrada da Elsevier Life Sciences IP Limited (Reaxys ID: 5737313). Disponivel em:
https://www.reaxys.com/#/structure-editor. Acessado em: 22/03/2022.

Além do cérebro, a hipusina também foi encontrada como aminoécido livre
em outros tecidos, como figado, rim, coracdo, musculo, pulmdo, baco e sangue
(NAKAJIMA; MATSUBAYASHI; KAKIMOTO; SANO, 1971; SANO; MIYAKE;
KAKIMOTO, 1984) e também como componente de proteinas em diferentes tecidos
de mamiferos (IMAOKA; NAKAJIMA, 1973). A hipusina também foi detectada na
urina de pacientes com hiperlisinemia, inicialmente sugerindo que sua forma livre
pudesse ser um produto do metabolismo da lisina (WOODY; PUPENE, 1973).
Posteriormente, o residuo de aminoacido hipusina marcado radioativamente foi
identificado em uma Unica proteina obtida a partir de extratos de uma cultura de
linfécitos oriundos de sangue periférico humano, cultivados com putrescina e
espermidina marcadas com isétopos radioativos (PARK; COOPER; FOLK, 1981).
Deste modo, foi proposto que a hipusina marcada radioativamente foi sintetizada por

uma reacao de modificacdo pds-traducional, desconhecida até entdo, envolvendo a
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poliamina espermidina como substrato da reagdo (CHEN, 1983; COOPER; PARK;
FOLK, 1982; PARK; COOPER; FOLK, 1982). A proteina contendo hipusina foi entdo
identificada como o fator de inicio de traducéo de eucariotos 4D (elF-4D) (COOPER,;
PARK; FOLK; SAFER et al., 1983), atualmente conhecida como fator de inicio de
traducdo de eucariotos 5A (elF5A). Até o presente momento, o elF5A continua
sendo a Unica proteina descrita que contém o residuo de aminoacido hipusina, da
qual a degradacdo proteolitica resulta na liberacdo de hipusina livre (TAUC;
COUGNON; CARCY; MELIS et al., 2021). Além da hipusina livre, também foram
identificados em cérebros de mamiferos variantes estruturais da hipusina na forma
de dipeptideos, como o a-(y-aminobutiril)-hipusina (GABA-hipusina) (SANO;
KOTANI; KAKIMOTO, 1986) e o a-(B-alanil)-hipusina (UENO; KOTANI; SANO;
KAKIMOTO, 1991), sintetizados por vias bioquimicas ainda desconhecidas. Deste
entdo, até o presente momento, ndo ha estudos na literatura que descrevam
evidéncias de atividade biologica tanto para hipusina em sua forma livre, como na
forma de dipeptideos (Figura 2).

Figura 2 - Hipusina originada a partir da degradacdo de elF5A, formacdo dos dipeptideos

contendo hipusina e linha do tempo das principais descobertas acerca da hipusina livre, desde
sua identificacdo em 1971 até 2023.

GABA

—_— 0

Hypusine timeline

1971 )— (1973 |—— (1983 | — 1986 | — | 1991 s 2023
Isolation  Excretion Identification GABA- B-alanyl- Biological
in brain in urine inelF5A  Hypusine  Hypusine activity

in brain in brain ?

Fonte: Elaborada pela autora.

Os mamiferos em geral formam varios outros dipeptideos contendo [-
alanina e o acido gama-aminobutirico (GABA) como, por exemplo, o a-(B-alanil)-L-
histidina, conhecido como carnosina, e o a-(y-aminobutiril)-L-histidina (GABA-L-

histidina), conhecido como homocarnosina. A carnosina e a homocarnosina
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possuem semelhancas estruturais com os dipeptideos contendo hipusina e, regulam
diversos mecanismos celulares, além de serem amplamente estudados.

A B-alanina e 0 GABA sdo aminoacidos nao proteogénicos e, desta forma,
dipeptideos contendo estas moléculas ndo sédo produtos do catabolismo proteico.
Estudos demonstram que todos os dipeptideos contendo (-alanina e GABA sao
sintetizados por uma Unica enzima, a carnosina sintase, uma enzima da familia das
ligases, especificamente aquelas que formam ligacbes carbono-nitrogénio como
ligases acido-D-aminoacido (peptideo sintases), presente no cérebro, musculo
esquelético e cardiaco (BAUER, 2005; BAUER; SCHULZ, 1994; KALYANKAR,;
MEISTER, 1959; WINNICK; WINNICK, 1959). Posteriormente, estudos
demonstraram que enzimas N-acetiltransferases e N-metiltransferases promovem
modificacdes na molécula de carnosina e dao origem a outros dipeptideos contendo
B-alanina (KWIATKOWSKI; KIERSZTAN; DROZAK, 2018). Entretanto, todos os
mecanismos envolvendo a biossintese desses dipeptideos ainda ndo foram
completamente elucidados (KWIATKOWSKI; KIERSZTAN; DROZAK, 2018). Porém,
com base nas evidéncias cientificas existentes até o momento, acreditamos que 0s
dipeptideos contento hipusina também possam ser sintetizados pela enzima
carnosina sintase, assim como a maioria dos dipeptideos contendo B-alanina e
GABA.

Com relacdo a molécula GABA-hipusina é importante destacar que o GABA
€ 0 neurotransmissor inibitério mais representativo do sistema nervoso central
(SNC), atuando em receptores ionotrépicos e metabotrépicos que levam a alteracéo
do potencial de membrana neuronal (HAJOS; PALHALMI; MANN; NEMETH et al.,
2004; NGO; VO, 2019; POUILLE; SCANZIANI, 2001). Os neurotransmissores sao
classificados de acordo com a familia quimica a qual pertencem. Atualmente, 0s
neurotransmissores sao divididos em seis grandes grupos: aminas biogénicas,
aminoacidos, peptideos, purinas, gases e substancias de origem lipidica. Dentre os
diferentes tipos de neurotransmissores, destacamos o grupo dos aminodacidos, do
gual fazem parte os neurotransmissores GABA e o glutamato, neurotransmissor
excitatério mais representativo do SNC (FONNUM, 1984; MCGRATH;
BASKERVILLE; ROGERO; CASTELL, 2022; SCHOUSBOE, 1981). Neste contexto,
existe a hip6tese de que a hipusina possa atuar como um novo aminoacido
neuromodulador do SNC, assim como varios outros aminoacidos livres presentes no

encéfalo.
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O dipeptideo GABA-L-histidina (homocarnosina) tem sua localizagéo restrita
ao encéfalo, é amplamente estudado e desempenha ag¢fes regulatérias importantes
no SNC (BAUER, 2005). Estudos mostram que a homocarnosina atua como
antioxidante na captacao de radicais livres, neurotransmissor, sistema tamponante e
agente quelante de metais, especialmente de cobre e zinco (GRASSO; ARENA;
BELLIA; RIZZARELLI et al.,, 2014; PETROFF, 2002). A homocarnosina também
possui propriedade anticonvulsivante e pode agir como um importante modulador da
excitabilidade do cortex humano (PETROFF, 2002). Além disso, foi demonstrado
que a homocarnosina é capaz de proteger encéfalos de ratos contra a lesdo
induzida por isquemia/reperfusdo (HUANG; WANG; YU; FANG et al., 2018). O fato
das células desprenderem energia para realizar uma ligacdo covalente entre a
hipusina e 0o GABA para formar o dipeptideo GABA-hipusina, faz com que
acreditemos que esta molécula, que possui semelhangas estruturais com a
homocarnosina, também possa desempenhar acdes regulatérias no SNC, assim
como as citadas anteriormente para a homocarnosina.

Adicionalmente, existe ainda a possibilidade de que o GABA-hipusina possa
se ligar aos receptores GABAérgicos, assim como diversas outras moléculas, sobre
0S quais poderia atuar como agonista, antagonista ou agonista reverso. Além disso,
a hipusina poderia atuar “sequestrando” GABA e, consequentemente, afetando a
atividade neuronal de forma indireta. Ha também a possibilidade de a hipusina atuar
em receptores O0rfaos no SNC, para os quais ainda ndo foram caracterizados seus
ligantes e desempenhar acdes neuromodulatérias ainda desconhecidas. Portanto,
apesar de a hipusina em sua forma livre e como componente de dipeptideos terem
sido identificados a mais de cinco décadas, a caracterizacdo de sua atuacdo em
processos celulares e moleculares ainda permanece desconhecida. Desta forma, a
presente tese teve como objetivo central contribuir para a elucidacdo do papel
bioldgico da hipusina livre, de forma que seu uso exdégeno possa ser empregado em

um contexto terapeuticamente favoravel.

1.2 O fator de inicio de traducdo de eucariotos 5A (elF5A), a reagao de

hipusinacgéo e sua relevancia biologica

O elF5A, inicialmente chamado de elF4D, foi isolado a partir de ribossomos
presentes em lisados de reticulécitos de coelho (KEMPER; BERRY; MERRICK,

1976). O elF5A é uma proteina de 17 kDa, altamente conservada em eucariotos e
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entre seus homologos de archaeas, principalmente nas regifes flanqueadoras ao
residuo do aminoéacido hipusina (KLIER; CSONGA; JOAO; ECKERSKORN et al.,
1995; KLIER; WOHL; ECKERSKORN; MAGDOLEN et al., 1993; PARK; LEE; JOE,
1997; PARK; WOLFF; FOLK, 1993a). O padrdo de conservacao de elF5A evidencia
gue seu gene sofre poucas alteragcdes durante o processo evolutivo de todos os
seres vivos e que essa proteina possui atividades biologicas essenciais para a
sobrevivéncia celular. A comparacao entre elF5A de Saccharomyces cerevisiae e de
humanos revelou uma identidade de aproximadamente 63%, sugerindo a
importancia desse fator em processos celulares comuns (SCHNIER;
SCHWELBERGER; SMIT-MCBRIDE; KANG et al.,, 1991). Além disso, a proteina
elF5A humana é capaz de substituir completamente a proteina de levedura,
desempenhando as mesmas fun¢des e garantindo o crescimento adequado destas
células (SCHWELBERGER; KANG; HERSHEY, 1993).

A definicdo de elF5A como sendo a Unica proteina conhecida a apresentar o
residuo de aminoé&cido hipusina em sua composicdo ocorreu apés a realizacdo de
experimentos com poliaminas marcadas radioativamente ([*H]-putrescina ou [3H]-
espermidina). Apoés diferentes células terem sido tratadas com as poliaminas
radioativas, elF5A foi a Unica proteina identificada que havia incorporado a
marcacdo. J& a hipusina foi identificada como o Unico aminoacido marcado
radioativamente, apds a analise dos aminoacidos obtidos a partir da hidrélise acida
de elF5A (CHEN, 1983; COOPER; PARK; FOLK, 1982; COOPER; PARK; FOLK;
SAFER et al.,, 1983; GERNER; MAMONT; BERNHARDT; SIAT, 1986; PARK;
COOPER; FOLK, 1981; 1982; TORRELIO; PAZ; GALLOP, 1984). O aminoéacido
hipusina é essencial para a atividade de elF5A e para a viabilidade celular, pois
células nas quais a hipusinacéo foi inibida se tornaram inviaveis (PARK; LEE; JOE,
1997; SASAKI; ABID; MIYAZAKI, 1996; SCHNIER; SCHWELBERGER; SMIT-
MCBRIDE; KANG et al., 1991).

A hipusina é formada a partir de uma modificacdo pos-traducional na
proteina elF5A, que ocorre em duas etapas de reacdes enzimaticas e envolve a
poliamina espermidina como substrato (BARBA-ALIAGA; ALEPUZ, 2022; PARK;
WOLFF, 2018) (Figura 3). Na primeira etapa, a enzima deoxihipusina sintase
(DHPS) catalisa a transferéncia do radical 4-aminobutil da espermidina para o grupo
g-amino de um residuo de lisina especifica da proteina elF5A precursora (Lisina®

em humanos e Lisina®® em leveduras), formando o intermediario deoxihipusina
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(elF5A-Dhp) (PARK, 2006; PARK; COOPER; FOLK, 1981; 1982; PARK; WOLFF,
2018). Na segunda etapa, a enzima deoxihipusina hidroxilase (DOHH) converte
irreversivelmente a elF5A-Dhp em elF5A hipusinada (elF5A-Hpu) (PARK, 2006;
PARK; COOPER; FOLK, 1981; 1982; PARK; WOLFF, 2018). Até o presente
momento, ndo sdo conhecidas vias de biossintese de hipusina ndo associadas ao

processo de hipusinacdo de elF5A.

Figura 3 - Sintese de poliaminas e a hipusinacdo de elF5A. A espermidina, substrato para a
reacao de hipusinacao de elF5A é obtida pela via de sintese de poliaminas. Primeiro, 0 aminoacido L-
arginina é convertido em L-ornitina pela arginase (ARG). A L-ornitina € convertida na poliamina
putrescina pela ornitina descarboxilase (ODC). Em seguida, a espermidina é sintetizada a partir da
putrescina pela enzima espermidina sintase (SPDS). Alternativamente, a espermidina é convertida
em espermina pela espermina sintase (SPMS). A espermina pode ser reversivelmente convertida em
espermidina pela espermina oxidase (SMOX). A espermina também pode ser convertida em N1-
acetil-espermina pela espermidina/espermina N1-acetiltransferase 1 (SAT1) e depois em espermidina
novamente pela poliamina oxidase (PAOX). A sintese de hipusina no precursor inativo de elF5A
(elF5A-Lys®%) ocorre em duas etapas enzimaticas. Primeiro, a desoxihipusina sintase (DHPS)
transfere o grupo 4-aminobutil da espermidina para o grupo amino da lisina, gerando um substrato de
reacdo intermediario (elF5A-Dhp). Em seguida, a enzima desoxihipusina hidroxilase (DOHH) adiciona
um grupo hidroxila e forma o residuo de hipusina em elF5A (elF5A-Hpu), que confere atividade para
a proteina.

Polyamine synthesis

: L-Arginine

ARG l

L-Ornithine

oDC l

Putrescine

PAOX
SPDS l /

: Spermidine SPMS SAT1
HoN >SS~ NH>_"~_ - NH, _" Spermine
i SMOX

N'-Acetyl-spermine |

Inactive elF5A Intermediate Active elF5A
(precursor) elF5A-Dhp (mature)

Fonte: Elaborada pela autora.
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O elF5A esta envolvido na etapa de iniciacdo da traducdo (BENNE;
HERSHEY, 1978; KEMPER; BERRY; MERRICK, 1976), como inicialmente descrito,
e também nos processos de elongacdo e término da traducdo (SAINI; EYLER;
GREEN; DEVER, 2009; SCHULLER; WU; DEVER; BUSKIRK et al., 2017). O elF5A
associa-se com ribossomos ativamente engajados na traducdo, fortalecendo o
envolvimento desta proteina na sintese proteica (JAO; CHEN, 2006; ZANELLI,
MARAGNO; GREGIO; KOMILI et al., 2006). A importancia da hipusinacdo para a
atividade de elF5A no processo de traducéo foi mostrada a partir da observacéo de
gue elF5A humana nado hipusinada foi incapaz de estimular a sintese in vitro de
metionil-puromicina, ensaio utilizado para avaliar a formagdo da primeira ligagéao
peptidica (SMIT-MCBRIDE; SCHNIER; KAUFMAN; HERSHEY, 1989). Por ultimo, foi
demonstrado também que o elF5A atua na elongacdo da traducdo de proteinas
contendo regifes ricas em prolina (GUTIERREZ; SHIN; WOOLSTENHULME; KIM et
al., 2013; LI; BELDA-PALAZON; FERRANDO; ALEPUZ, 2014).

Além de seu papel fundamental no processo de traducéo e sintese proteica,
o elF5A também atua em outros processos celulares, tais como: transcricdo, transito
de macromoléculas pelo complexo do poro nuclear (NPC) (HOFMANN; REICHART;
EWALD; MULLER et al., 2001; LIPOWSKY; BISCHOFF; SCHWARZMAIER; KRAFT
et al,, 2000; ROSORIUS; REICHART; KRATZER; HEGER et al., 1999; RUHL;
HIMMELSPACH; BAHR; HAMMERSCHMID et al., 1993; SCHATZ; OFT; DASCHER;
SCHEBESTA et al.,, 1998; SHI; YIN; AHERN; DAVIS et al., 1996; SHI; YIN;
WAXMAN, 1997), decaimento de mRNAs (HOQUE; PARK; CHANG; LUCHESSI et
al., 2017; ZUK; JACOBSON, 1998) e proliferacdo e diferenciacdo celular (KANG;
HERSHEY, 1994; LUCHESSI; CAMBIAGHI; HIRABARA; LAMBERTUCCI et al.,
2009; PARK; LEE; JOE, 1997; PARREIRAS-E-SILVA; LUCHESSI; REIS; OLIVER et
al., 2010; WANG; JIANG; QIN; XIAO et al., 2019).

O papel essencial que o elF5A desempenha nos processos celulares citados
implica na correlagédo desta proteina na patogénese de diversas doengas humanas.
A proteina elF5A vem sendo relacionada com processos inflamatérios (DE
ALMEIDA; TOLEDO; ROSSI; ROSSETTO DDE et al., 2014), progresséao do diabetes
(IMAM; MIRMIRA; JAUME, 2014; IMAM; PRATHIBHA; DAR; ALMOTAH et al.,
2019), tumorigénese e metastase (FUJIMURA; CHOI; WYSE; STRNADEL et al.,
2015; MATHEWS; HERSHEY, 2015; MEMIN; HOQUE; JAIN; HELLER et al., 2014,
RIGGER; NEUNER; SHIN; YUSUPOVA et al. ; WANG; JIANG; QIN; XIAO et al.,
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2019) e infeccOes virais, tais como as causadas por HIV-1 (ANDRUS; SZABO;
GRADY; HANAUSKE et al, 1998; RUHL; HIMMELSPACH; BAHR;
HAMMERSCHMID et al., 1993; SHI; YIN; WAXMAN, 1997) e EBOV (virus causador
da doenca Ebola) (OLSEN; CRESSEY; MUHLBERGER; CONNOR, 2018; OLSEN;
FILONE; ROZELLE; MIRE et al., 2016). Por esse motivo, o elF5A é considerado um
promissor alvo terapéutico para essas doencas, por meio da utilizacdo de drogas
inibidoras de sua hipusinacdo (HANAUSKE-ABEL; SAXENA; PALUMBO;
HANAUSKE et al., 2013; HOQUE; HANAUSKE-ABEL; PALUMBO; SAXENA et al.,
2009; MOUNCE; OLSEN; VIGNUZZI, 2017; OLSEN; CONNOR, 2017).

A inibicdo das enzimas envolvidas no processo de hipusinacdo também
representa uma estratégia para o estudo funcional de elF5A. Desta forma, uma
grande variedade de compostos estruturalmente relacionados a espermidina foram
caracterizados como inibidores da DHPS. Dentre esses, o inibidor mais potente € o
N1-guanil-1,7-diamino-heptano (GC7), o qual inibiu efetivamente a formagéo de
hipusina em células CHO (PARK; WOLFF; FOLK, 1993a; SHI; YIN; AHERN; DAVIS
et al., 1996). Como consequéncia, o0 GC7 apresentou efeitos antiproliferativos nestas
células e em vérias outras, incluindo linhagens tumorais (JASIULIONIS; LUCHESSI,
MOREIRA; SOUZA et al., 2007; PARK; WOLFF; FOLK, 1993b; SHI; YIN; AHERN;
DAVIS et al., 1996). Uma vez que a hipusina apresenta relacdo estrutural parcial
com espermidina e com GC7, hipotetizamos que esta molécula também possa atuar
como um inibidor natural da hipusinacao de elF5A.

Em estudos anteriores, foi demonstrado que encéfalo de ratos neonatos
apresenta maior conteudo da proteina elF5A quando comparado com encéfalo de
ratos adultos. Posteriormente, foi verificado que o conteddo da proteina elF5A sofre
uma reducdo expressiva no cortex e no cerebelo de ratos envelhecidos quando
comparado com ratos adultos (LUCHESSI; CAMBIAGHI; ALVES; PARREIRAS-E-
SILVA et al., 2008). Deste modo, o menor conteudo de elF5A, em associacdo com o
envelhecimento, poderia coexistir com uma reducdo na taxa basal de sintese e
degradacgédo de elF5A (menor reciclagem). Em funcéo das alteraces observadas no
conteudo de elF5A é plausivel a hipotese de que o conteudo de hipusina livre
também possa ser reduzido ao longo do envelhecimento, o que poderia contribuir
para alteracbes neuroldgicas e para o surgimento de doengas neurodegenerativas.

Por fim, a relevancia biolégica da proteina elF5A, a importancia do

aminoacido hipusina para sua atividade e a ocorréncia natural deste aminoacido em
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sua forma livre em decorréncia da degradacdo desta proteina, sugerem que este
aminoacido possa vir a desempenhar a¢Bes no metabolismo e em processos
celulares, além de ser apenas um componente essencial para a atividade da
proteina elF5A.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo rastrear os efeitos celulares e
moleculares do aminoacido hipusina in vitro, por meio de sua utilizagdo para o
tratamento da linhagem de células C6, derivadas de glioma de rato (Rattus

norvegicus), visando a identificacdo de potenciais propriedades terapéuticas.

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar os efeitos da hipusina em cultura de células derivadas de
glioma de rato (C6) por meio da avaliagéo da proliferagéo, viabilidade, ciclo celular e
apoptose utilizando microscopia 6ptica, ensaios de MTT e citometria de fluxo.

e Avaliar a capacidade migratéria das células C6 tratadas com hipusina,
através de ensaios de cicatrizacdo de feridas (wound healing assay) apés a
realizacdo de um risco intencional (scratch) na monocamada de células.

e Avaliar a capacidade clonogénica das células C6 tratadas com hipusina,
por meio de ensaios de formacéao de colbnia.

e Analisar o conteudo do transcrito Eif5a em células C6 tratadas com
hipusina, por RT-qPCR em tempo real.

e Verificar se o tratamento com hipusina exerce algum efeito sobre a
hipusinacao de elF5A, por SDS-PAGE seguido de immunoblotting.

e Avaliar o perfil global de sintese proteica em células C6 tratadas com
hipusina, pelo ensaio de SUNSET utilizando SDS-PAGE seguido de immunoblotting.

e Investigar parametros metabdlicos como, por exemplo, perfil de
respiracdo celular, utilizando o equipamento Oroboros, determinacdo da producao
de lactato e da densidade e potencial de membrana mitocondrial em células C6 apos
o0 tratamento com hipusina.

e Determinar possiveis efeitos do tratamento com hipusina combinada com
o farmaco quimioterapico de escolha para o tratamento de gliomas humanos, a

temozolomida (TMZ), através de ensaios de MTT.



30

3 METODOLOGIA
3.1 Materiais e reagentes

Células de glioma de rato (C6), ATCC: CCL-107, foram gentilmente cedidas
pelo Prof. Dr. Fabio Rogério (FCM-UNICAMP). Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM), L-Glutamina (200 mM), Penicilina/Estreptomicina (10 000 U/mL e 10 000
pHg/mL, respectivamente), Soro Fetal Bovino (SFB) e 0,25% Tripsina/EDTA foram
adquiridos da Thermo Fischer Scientific (Waltham, MA, EUA). Acido acético glacial,
ACRYL/BIS™ 29:1 Solution, &gar, agarose, azul de bromofenol, azul de tripan, B-
mercaptoetanol, Bradford Reagent, cloreto de sddio (NaCl), cloreto de potassio
(KCI), dietilpirocarbonato (DEPC), dimetil sulféxido (DMSO), ditiotreitol (DTT),
dodecilo sulfato de sédio (SDS), EDTA dissédico dihidratado, etanol anidro, extrato
de levedura, fosfato dissodico heptahidratado (Na:HPO47H20), fosfato
monopotassico (KH2POa4), glicerol, glicina, hidroxido de sédio (NaOH), isopropanol
anidro, metanol, tris, triptona, Triton X-100 e Tween 20 foram adquiridos da Amresco
(Solon, OH, EUA). Amersham ECL™ Prime Western Blotting Detection Reagent e
Nitrocellulose Membrane Amersham Protan foram adquiridos da GE Healthcare
(Chicago, IL, EUA). Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT),
DNAse |, High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, iodeto de propideo (IP),
MitoTracker™ Deep Red FM (MTDR), puromicina, SYBR™ Select Master Mix,
Tetramethylrhodamine, Methyl Ester, Perchlorate (TMRM) e o TRIzol™ foram
adquiridos da Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, EUA). Ampicilina,
antimicina A, carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone (CCCP), cOmplete™
Protease Inhibitor Cocktail, PhosSTOP™, (2S) -Hypusine dihydrochloride,
oligomicina A e o Temozolomide (TMZ) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, EUA). O reagente Polyethylenimine Linear foi adquirido da Polysciences,
Inc. (Warrington, PA, EUA). O anticorpo monoclonal anti-a-tubulina foi adquirido da
Thermo Fischer Scientific (Waltham, MA, EUA). O anticorpo monoclonal anti-elF5A
total e o anticorpo monoclonal anti-FLAG foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, EUA). O anticorpo anti-hipusina (IU-88) foi cedido pelo Dr. Raghavendra
G. Mirmira (NISHIKI; FARB; FRIEDRICH; BOKVIST et al., 2013). Os anticorpos anti-
Bcl-XL, anti-BAK, anti-Mcl-1 e anti-PARP1 foram adquiridos da Cell Signaling
Technology, Inc. (Danvers, MA, EUA). O anticorpo monoclonal anti-puromicina foi
adquirido da Merck Millipore (Darmstadt, HE, Alemanha). Os anticorpos secundarios
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HRP-goat anti-mouse e HRP-goat anti-rabbit foram adquiridos da Thermo Fischer
Scientific (Waltham, MA, EUA). Todos os oligonucleotideos utilizados nos ensaios de
PCR e tempo real foram obtidos da Exxtend Biotecnologia Ltda. (Paulinia, SP,

Brasil).

3.2 Descongelamento, cultivo, subcultivo e plagueamento das
linhagens celulares de glioma de rato (C6)

Tubos de criogenia armazenados em nitrogénio liquido contendo as
diferentes linhagens celulares foram submetidos a um rapido descongelamento em
banho-maria a 37 °C. Em seguida, o conteudo de células de cada linhagem foi
transferido para tubos coOnicos contendo 10 mL de meio de cultura DMEM
suplementado com 10% SFB, 2 mM de L-glutamina, 100 U/mL de penicilina e
100 pg/mL de estreptomicina (DMEM completo). As suspensdes celulares foram
centrifugadas a 260 xg por 10 minutos a temperatura ambiente e os sobrenadantes
foram descartados. Em seguida, foram adicionados 10 mL de meio de cultura DMEM
completo para cada linhagem celular. As células foram homogeneizadas com esse
meio de cultura e as suspensdes celulares foram transferidas para placas de
100 mm (diametro). As linhagens celulares foram mantidas em uma estufa
umidificada a 37 °C contendo 5% de CO2. Os meios de cultura foram trocados até as
culturas atingirem confluéncia em torno de 80-90%. Os subcultivos foram realizados
apos a remocdo dos meios de cultura, lavagem com 3 mL de tampéo fosfato salino
(PBS 1X [137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM NazHPO47H20 e 1,8 mM KH2PO4
diluidos em H20]), adicdo de 1 mL de 0,25% Tripsina/EDTA e incubacao por
1 minuto a 37 °C. Em seguida, as células foram soltas das placas por meio de
“batidas” e a neutralizac&o da tripsina foi realizada com a adicdo de 1 mL de meio de
cultura DMEM completo. ApGs as células terem sido soltas por tripsinizacdo, o
volume de meio de cultura foi ajustado para possibilitar a expansao das células para
0 numero de placas necessarias. Os procedimentos de subcultivo ou de
plagueamento das células para a execu¢do dos experimentos foram realizados toda
vez que as células atingiam confluéncia em torno de 80-90%. Para todos o0s
experimentos realizados, as células sempre foram plaqueadas no dia anterior aos
tratamentos, aproximadamente 18 horas antes. O numero de células plagueadas foi

definido de acordo com cada tipo de placa utilizada e de experimento a ser
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realizado. Os numeros de células utilizados para cada linhagem celular, tipo de
placa e experimento estéo representados nos quadros a seguir.

Quadro 1 - Numero de células de glioma de ratos (C6) plaqueadas de acordo

com cada tipo de placa e experimento.

EXPERIMENTO N° DE CELULAS PLACA
MTT 3x103 células/poco 96 pogos
Microscopia 6ptica, contagem de ]
] ) ) 1,75x10% células/poco 24 pogos
células e citometria de fluxo
Migracao celular 2,5x10° células/poco 24 pogos
Formacéao de colbnias 5x10? células/poco 6 pocgos
Extracdo de RNA total (TRIzol™) | 2,5x10° células/placa Placas p60
Extracdo de RNA total (TRIzol™) 7x10* células/poco 6 pocgos
Preparacao de extratos proteicos 7x10% células/poco 6 pogos
Transfeccao celular (pEIF5A-
. 5x10° células/poco 6 pocos
FLAG) utilizando PEI
Consumo de oxigénio (respiracao
_ 4x10° células/poco p100
celular) no equipamento Oroboros
Dosagem de lactato, sondas
_ o 8x103 células/poco 48 pocos
mitocondriais MTDR e TMRM

3.3 Tratamento das células com hipusina

Primeiramente, 25 mg do composto (2S)-Hypusine dihydrochloride (MW:

306,23 g/mol) foram diluidos em 2,040 mL de agua ultrapura autoclavada gerando
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uma solucao estoque com concentracao de 40 mM. Em seguida, a solugcéo estoque
de hipusina foi diluida no meio de cultura DMEM completo para obtencdo das
concentracOes finais desejadas para os tratamentos. Para os ensaios de MTT, as
concentracfes de hipusina utilizadas foram: 0 uM (tratamento controle - adicdo de
agua em substituicdo a hipusina), 125 puM, 500 uM e 2000 pM. Para todos os outros
ensaios foram utilizados somente a concentracdo 0 pM (controle) e 2000 pM. A
diluicdo da solucédo estoque foi feita de acordo com o volume de tratamento utilizado
em cada placa, por exemplo, para uma placa de 6 pocos foi utilizado o volume final
de 2 mL (200 pL do estoque de hipusina a 40 mM + 1800 uL de DMEM completo)
para obter a concentracao final de 2000 uM (2 mM). Para o controle, foram utilizados
0s mesmos volumes de agua calculados para a hipusina. Os tratamentos foram
realizados por 24, 48 e 72 horas. Em seguida, foram realizados os experimentos

descritos nos proximos itens de acordo com cada objetivo.

3.4 Tratamento das células com temozolomida

Primeiramente, 25 mg do composto Temozolomide - TMZ (MW:
194,15 g/mol) foram diluidos em 1,290 mL de DMSO gerando uma solucéo estoque
com concentracdo de 100 mM. Em seguida, a solucdo estoque de TMZ foi diluida no
meio de cultura DMEM completo para obtencdo das concentracdes finais desejadas
para os tratamentos. Para os ensaios de MTT, as concentracdes de TMZ utilizadas
foram: 0 uM (tratamento controle - adicdo de DMSO em substituicdo ao TMZ),
125 uM, 250 pM, 500 uM e 1000 pM. As diluicbes do TMZ foram feitas de acordo
com o volume de tratamento utilizado. Por exemplo, para uma placa de 96 pocos, foi
utilizado o volume final de 100 uL em cada pogo. Deste modo, utilizamos um “mix”
para tratar todos 0s pocos das triplicatas de cada concentracdo de tratamento, a fim
de evitar a pipetagem de um volume muito pequeno de TMZ em cada poc¢o e reduzir
significativamente possiveis erros de pipetagem. As diluicbes foram realizadas
seguindo o exemplo a seguir: 50 pL do estoque de TMZ a 100 mM + 4,95 mL de
DMEM completo, para obter a concentracao final de 1000 puM de TMZ. Para as
concentracdes inferiores, foi adicionado o volume necessério da solucdo estoque de
TMZ a 100 mM + o volume de DMSO na quantidade suficiente para completar 50 uL
(referente ao volume de TMZ adicionado na concentracdo de 1000 puM neste
exemplo) + 4,95 mL de DMEM completo, a fim de manter a concentracéo final de 1%

de DMSO por poco em todas as concentragcdes de tratamento utilizadas, incluindo
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no controle. Para o tratamento controle, foi adicionado o0 mesmo volume de DMSO
utilizado para a diluicdo de 1000 pM de TMZ (50 pL neste exemplo) + 4,95 mL de
DMEM completo. Os tratamentos foram realizados por 24, 48 e 72 horas. Em
seguida, foi realizado o ensaio para avaliacdo da viabilidade celular por MTT. Apos a
avaliacdo dos tratamentos com hipusina e TMZ separadamente, também foram
realizados tratamentos combinando as mesmas concentragbes de TMZ (125 uM,
250 uM, 500 uM e 1000 pM) com 2000 uM de hipusina para avaliacdo da viabilidade
celular por MTT.

3.5 Ensaio de MTT

Apés os tratamentos com as diferentes concentracdes de hipusina, TMZ e
hipusina + TMZ por 24, 48 e 72 horas, a viabilidade/proliferacao celular e a atividade
mitocondrial foram avaliadas pelo ensaio de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazélio (MTT). Primeiramente, o meio de cultura foi removido e 10 yL de
solucdo de MTT (5 mg/mL diluido em PBS 1X) + 90 yL de DMEM completo foram
adicionados as células, totalizando 100 uL em cada poco. Em seguida, as células
foram incubadas com a solucdo de MTT em uma estufa umidificada a 37 °C
contendo 5% de CO:2 por 2 horas. Depois, a solucdo de MTT foi removida e foram
adicionados 100 uL de dimetilsulféxido (DMSO) em cada pogo para dissolver os
cristais de formazan formados pela conversao do MTT. ApGs a adicdo de DMSO, a
placa foi incubada em um shaker com agitacdo a 100 rpm a 37 °C por 15 minutos.
Apoés a incubacao, a absorbancia foi determinada utilizando um espectrofotémetro e
a leitura foi feita no comprimento de onda de 570 nm. Por fim, os dados foram
tabulados em planilhas do Excel, foi feita a normalizagdo dos tratamentos pelo
controle (fold change) e foram determinados os percentuais de viabilidade celular.

3.6 Contagem do numero de células

Apés o tratamento com hipusina por 48 e 72 horas, as células foram
coletadas das placas de cultura por tripsinizagdo. Em seguida, 10 yL das amostras
foram misturados com 10 uL de azul de tripan. Apdés a homogeneizagao, 10 uL da
mistura de células com o azul de tripan foram pipetados na camara de contagem de
células (Countess™ cell counting chamber slide), provida pelo equipamento. Em
seguida, a contagem foi realizada utilizando o contador automatico Countess™ Il FL
Automated Cell Counter da Thermo Fischer Scientific (Waltham, MA, EUA) seguindo
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as recomendacdes do fabricante. Por fim, os dados obtidos foram coletados para a
elaboracao dos gréficos de numero de células.

3.7 Ensaio de migracao celular (wound healing assay)

No dia anterior ao inicio do experimento, 2,5x10° células/poco foram
plagueadas em placas de 24 pocos e, em seguida, foram incubadas até atingir a
confluéncia total (100% de confluéncia). No dia seguinte, foi feito o “scratch” na
monocamada de células na regido central de todos os po¢cos com a ponta de uma
ponteira (p200) e o meio de cultura DMEM completo foi substituido por 1 mL de meio
de cultura DMEM sem soro fetal bovino contendo os tratamentos. As células controle
foram tratadas com 900 yL de DMEM sem soro + 100 yL de H20 e as células
tratadas com hipusina (2 mM) foram tratadas com 900 yL de DMEM sem soro +
100 pL de hipusina 40 mM. A area do “scratch” foi analisada sob microscépio Optico
e as imagens foram capturadas no tempo 0, 24, 48 e 72 horas apés os tratamentos.
Durante o periodo de tratamento, as células foram incubadas em uma estufa
umidificada a 37 °C contendo 5% de CO2. Quando necessario, a area do “scratch”

foi quantificada usando o software ImageJ.

3.8 Ensaio de formacgéo de colbnias

No dia anterior ao inicio do experimento, as células foram plagueadas em
baixa densidade (5x102 células/po¢o) em placas de 6 pocos. No dia seguinte, 0 meio
de cultura do plagueamento foi removido e os tratamentos foram adicionados as
células. Para as células controle, foi adicionado 1800 yL de DMEM completo +
200 yL de H20 e, para as células tratadas com hipusina (2mM), foi adicionado
1800 pL de DMEM completo + 200 uL de hipusina 40 mM. Em seguida, as células
foram incubadas em uma estufa umidificada a 37 °C contendo 5% de CO2. No
primeiro experimento, as células foram tratadas com hipusina por 3 dias e, em
seguida, o tratamento foi substituido por um meio de cultura DMEM completo fresco.
Apoés a troca do meio de cultura, as células foram novamente incubadas em uma
estufa umidificada a 37 °C contendo 5% de CO: até o final do experimento (7 dias no
total). No segundo experimento, as células foram tratadas com hipusina por 7 dias
consecutivos, sem que houvesse troca de meio de cultura nesse periodo. Para a
coloracdo e visualizacdo das colbnias formadas, os meios de cultura foram

removidos e 1 mL da solucdo de coloragéo (0,5% de cristal violeta em 25% de
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metanol) foi adicionado em cada poc¢o. Em seguida, as células foram incubadas sob
agitacdo em um agitador do tipo gangorra por 20 minutos. Depois, as placas foram
lavadas com agua ultrapura e ficaram secando a temperatura ambiente o tempo
necessario. Ap0s a secagem das placas, foram feitos os registros fotograficos das
colénias formadas. Quando necessario, 0 numero e o tamanho das colbnias obtidas

foram determinados utilizando o software ImageJ.

3.9 Avaliacdo do perfil de ciclo celular e fragmentacdo do DNA por

citometria de fluxo

Apés o tratamento com hipusina por 24, 48 e 72 horas, as células foram
coletadas das placas de cultura por tripsinizacdo, transferidas para microtubos e
centrifugadas a 300 xg por 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foi
adicionado 1 mL de PBS 1X as células, que foram centrifugadas a 300 xg por
5 minutos a temperatura ambiente. Apés a lavagem, as células foram fixadas com
500 yL de etanol 70% gelado por 30 minutos em banho de gelo. Em seguida, as
células foram novamente centrifugadas a 300 xg por 10 minutos a 4 °C e lavadas
novamente com 1 mL de PBS 1X. Apés a ultima lavagem, foram adicionados 250 uL
de uma solugdo para marcagao do DNA, contendo 20 pg/mL de iodeto de propideo,
10 ug/mL de RNAse e 0,1 % de Triton X-100 diluido em PBS 1X. Em seguida, as
células foram incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente no escuro. Apés a
incubacao, as amostras foram analisadas no citdmetro de fluxo BD Accuri™ C6 (BD
Biosciences, San Jose, CA, EUA) utilizando o filtro FL-2 para excitacdo do iodeto de
propideo. Para cada amostra analisada foram coletados 10 000 eventos. Por fim, as
porcentagens de células nas diferentes fases do ciclo celular e de fragmentacao do
DNA foram determinadas a partir dos dados coletados utilizando o software BD
Accuri™ C6 (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA).

3.10 Extracao de RNA total utilizando TRIzol™

Apoés o tratamento com hipusina por 24, 48 e 72 horas, as células foram
lavadas com 1 mL de PBS 1X e foi adicionado 1 mL do reagente TRIzol™ em cada
poco/placa. Em seguida, as células foram homogeneizadas, transferidas para
microtubos e incubadas a temperatura ambiente por 5 minutos. Apds a incubacao,
foram adicionados 200 pL de cloroférmio e as células foram homogeneizadas

novamente. Ap0s homogeneizacédo, as misturas foram submetidas a centrifugacéo a
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12 000 xg por 15 minutos a 4 °C. ApOs a separacdo das fases, as fases aquosas de
todas as amostras foram transferidas para novos microtubos. A seguir, foram
adicionados 500 uL de isopropanol gelado nos microtubos, os quais foram
incubados por 10 minutos a temperatura ambiente e, em seguida, centrifugados a
12 000 xg por 10 minutos a 4 °C. Os precipitados de RNA formados foram lavados
com 1 mL de etanol 75% e, em seguida, centrifugados a 12 000 xg por 5 minutos a
4 °C. A seguir, o etanol foi removido, os precipitados foram mantidos a temperatura
ambiente para secagem por 5 minutos e, em seguida, foram diluidos em 20 yL de
agua ultrapura tratada com DEPC. As amostras foram aquecidas em banho seco a
60 °C por 10 minutos e, por fim, armazenadas a — 80 °C. Uma aliquota de cada
amostra foi quantificada pela leitura no espectrofotdmetro a 260 nm (A260 nm = 1
corresponde a 40 ug/mL) e o grau de pureza foi determinado pela razdo 260/280 nm

(razéo entre 1,8 e 2 indica o grau aceitavel de pureza).

3.11 Sintese de cDNA: Transcricdo reversa

Para a obtencdo do cDNA, primeiramente, 2500 ng (2,5 ug) de RNA total
foram tratados com a enzima DNAse | para a remocdo do DNA gendmico das
amostras de RNA. Os volumes apropriados de cada amostra de RNA foram
calculados e, em seguida, foram adicionados em microtubos de 0,2 mL. Logo apés,
foram adicionados 2,5 pL de 10X tampédo de DNAse | (100 mM Tris-HCI pH 7,5;
25 mM MgClz e 1 mM CaClz), 2,5 pL da enzima DNAse | e o volume final foi ajustado
para 25 yL com agua ultrapura tratada com DEPC. Em seguida, as amostras foram
incubadas no termociclador a 37 °C por 30 minutos. A inibicdo da DNAse | foi
realizada pela adicdo de 2,5 yL de EDTA (50 mM), seguida pela incubacdo no
termociclador a 65 °C por 10 minutos. Em seguida, a sintese de cDNA foi realizada
utilizando o High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit da Thermo Fisher
Scientific (Waltham, MA, EUA) seguindo as recomendacbes do fabricante.
Primeiramente, foram adicionados 5 yL de 10X tampdo da RT, 2 yL de 100 mM
dNTPmix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 5 uL de 10X RT random primers, 2 uL de
MultiScribe™ Reverse Transcriptase (RT) e 8,5 uL de agua ultrapura tratada com
DEPC para ajustar o volume final da reagéo para 50 pL. Por fim, as amostras foram
incubadas no termociclador a 25 °C por 10 minutos, a 37 °C por 120 minutos e a

85 °C por 5 minutos. Os cDNAs obtidos foram armazenados a — 20 °C.
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3.12 Reacédo em cadeia pela polimerase (PCR) em tempo real

As reagbes de PCR em tempo real foram realizadas utilizando 100 ng de
cDNA (2 yL da reacéo a 50 ng/uL), 0,15 pM de oligonucleotideos Forward e Reverse
(1 yL de cada oligonucleotideo com concentracao estoque de 3,75 uM), 1X SYBR
Select Master Mix (12,5 yL do estoque 2X concentrado) e agua ultrapura tratada
com DEPC (8,5 pyL) para completar o volume final da reagdo para 25 pL. Os
parametros de ciclagem foram: 10 minutos a 95 °C, seguido por 40 ciclos de:
15 segundos a 95°C, 30 segundos a 60°C e 30 segundos a 72°C. Os
oligonucleotideos foram desenhados com base no banco de dados GenBank
utiizando a ferramenta de software Primer-BLAST desenvolvida pelo National
Center for Biotechnology Information (NCBI), a qual gera pares de oligonucleotideos
especificos para os alvos de interesse. Cada conjunto de oligonucleotideos foi
projetado para reconhecer regidées unicas de cDNA de Eif5a, Mcl-1 e B2M de ratos
(Rattus norvegicus). O gene constitutivo 82M foi escolhido, pois ndo apresentava
alteracdes significativas induzidas pelos tratamentos realizados. O conteudo relativo
dos mRNAs foi determinado apdés a normalizacdo com o gene B2M utilizando o
método comparativo 222 Ct (cycle threshold). Este método é apresentado como a
alteracdo do gene alvo em relacdo ao gene enddgeno. Os oligonucleotideos
utilizados nas reacdes estao descritos no Quadro 3.

Quadro 2 - Oligonucleotideos utilizados para amplificacdo dos genes B2M,

Eif5a e Mcl-1 por PCR em tempo real.

ALVO SEQUENCIA
B2M F 5 TGAATTCACACCCACCGAGA 3’
R 5 TTACATGTCTCGGTCCCAGG 3
cifs F 5 AATAACTGGCTTCCAGGGTGG 3’
IToa
R 5 TGGATAGGAGTCCAGCCAAG &
_— F 5 TGCTTCGGAAACTGGACATTAAA 3’
C -
5 ATGGGTCATCACTCGAGAAAAAG 3’
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3.13 Otimizacéao e validagéo dos oligonucleotideos

Antes de iniciarmos a quantificacdo dos genes nas amostras tratadas, foi
feita a otimizacdo dos oligonucleotideos adquiridos, na qual testamos diferentes
combina¢cbes de concentracdes de cada iniciador (0,15, 0,3 e 0,6 uM) para
determinar a concentracao ideal de uso (Figura 4). Definida a concentracdo de uso,
foi feita a validacdo dos oligonucleotideos, na qual avaliamos diferentes diluices do
cDNA controle (400, 80, 16, 3,2 e 0,64 ng) para determinar a eficiéncia de
amplificacdo dos pares de oligonucleotideos (Figura 5). ApOs a realizacdo das
padronizacdes e verificacdo de que nenhum par de oligonucleotideos adquiridos se
anelavam em alvos inespecificos, foram realizadas as rea¢bes de PCR em tempo

real.
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Figura 4 - Otimizacdo dos oligonucleotideos para amplificagcdo dos genes B2M, Eif5a e Mcl-1.
Diferentes concentragfes (0,15; 0,3 e 0,6 uM) dos oligonucleotideos forward e reverse especificos
para amplificacdo de cada gene avaliado foram testadas utilizando a mesma concentracdo de cDNA
controle (100 ng). (A) Curva de amplificacdo utilizando os iniciadores do gene B2M. (B) Curva de
amplificacdo utilizando os iniciadores do gene Eif5a. (C) Curva de amplificacdo utilizando os
iniciadores do gene Mcl-1.
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Figura 5 - Validacdo dos oligonucleotideos para amplificagdo dos genes B2M, Eif5a e Mcl-1.
Apbs a otimizacdo dos oligonucleotideos, foi definida a concentracéo de uso (0,15 uM) para todos os
iniciadores, tanto forward quanto reverse, para os trés genes avaliados. Para determinar a eficiéncia
de amplificagdo dos iniciadores, foram testadas diferentes concentracfes (400, 80, 16, 3,2 e 0,64 ng)
do cDNA controle. (A) Curvas de amplificacdo do gene B2M. (B) Curvas de amplificacdo do gene
Eif5a. (C) Curvas de amplificacdo do gene Mcl-1.
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3.14 Transfeccao celular utilizando polietilenoimina (PEI)

No dia anterior ao inicio do experimento, 5x10° células/poco foram
plagueadas em placas de 6 pocos. No dia seguinte, o meio de cultura do
plagueamento foi removido e foi adicionado 750 pL de meio de cultura DMEM sem
soro fetal bovino. Para a transfecgcéao, foram preparados tubos contendo 91 L de
cloreto de sodio (NaCl) 150 mM + 9 pL de polietilenoimina linear (tubos PEI) e tubos
contendo o volume adequado dos plasmideos a serem transfectados (foi utilizado
3 ug de DNA em cada poco) + o volume adequado de cloreto de sodio (NaCl)
150 mM para completar o volume no tubo para 100 pL (tubos DNA). Os tubos
contendo PEI (100 pL) foram adicionados aos tubos contendo DNA (100 pL),
totalizando 200 pL. Em seguida, a mistura de PEI + DNA foi incubada por 15 minutos
a temperatura ambiente para a formacéo dos complexos. Os 200 yuL dos complexos
PEI + DNA foram adicionados sobre as células nos poc¢os contendo 750 uL de meio
de cultura DMEM sem soro fetal bovino. ApGs a adicdo da solucdo de transfeccao,
também foi adicionado 50 pL de hipusina 40 mM (concentracdo final de 2 mM no
poco), totalizando um volume final de 1 mL em cada poco. Em seguida, as células
foram incubadas em uma estufa umidificada a 37 °C contendo 5% CO:2 por 4 horas.
Apbs o periodo de incubacédo, o meio de cultura contendo a solucéo de transfeccao
foi removido e substituido por 950 puL de meio de cultura DMEM completo + 50 uL de
hipusina 40 mM (concentracao final de 2 mM no poco). As células foram novamente
incubadas em uma estufa umidificada a 37 °C contendo 5% CO:2 até completar o
tempo total de 24 horas de transfeccao. Apés 24 horas do inicio da transfeccéo, foi
feito o preparo dos extratos proteicos para avaliacdo do contetdo das proteinas
produzidas a partir da transfeccéao por SDS-PAGE seguido de immunoblotting.

3.15 Tratamento com puromicina para avaliagcdo do perfil global de

sintese proteica pelo ensaio de SUnSET (Surface Sensing of Translation)

Apo6s o tratamento com hipusina por 48 e 72 horas e antes da extracdo das
proteinas, as células foram tratadas com 1 pM de puromicina (Thermo Fischer
Scientific) por 30 minutos. Apds a incubacdo com puromicina, as células foram
lavadas com PBS 1X e foi feita a extracdo de proteinas seguindo o protocolo
descrito no item 3.16. A técnica de SUNSET permite avaliar a incorporacdo da
puromicina a peptideos recém-sintetizados (GOODMAN; HORNBERGER, 2013;
GOODMAN; MABREY; FREY; MIU et al., 2011). Ap0s a separacao das proteinas
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por eletroforese em gel de poliacrilamida foi feita a deteccdo imunoldgica dos
peptideos marcados com puromicina utilizando um anticorpo especifico anti-

puromicina (Merck Millipore).

3.16 Preparo de extratos proteicos, quantificacdo de proteina total e

preparo das amostras para eletroforese em gel de poliacrilamida

ApGs o tratamento com hipusina por 48 e 72 horas, as células foram lavadas
com PBS 1X e, em seguida, foram coletadas utilizando um raspador de células. Para
a coleta, foram adicionados 30 pL de tampéao de lise para proteinas (100 mM Tris-
HCI - pH 7,4; 10 mM EDTA - pH 8,0; 1 mM DTT,; 1% Triton-X100, 1X coquetel de
inibidores de protease (cOmplete™) e 1X coquetel inibidor de fosfatases
(PhosSTOP™) diluidos em H20). ApOs a raspagem, as células foram transferidas
para tubos de microcentrifuga e foram mantidas em banho de gelo por 25 minutos,
com agitacdo no vortex a cada 5 minutos. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 12000 xg por 10 minutos a 4 °C, os sobrenadantes foram
transferidos para novos tubos de microcentrifuga e submetidos a quantificacédo
proteica no espectrofotometro (absorbancia a 595 nm) utilizando o método de
Bradford (BRADFORD, 1976; NOBLE; BAILEY, 2009). Apés a quantificacdo
proteica, foram utilizados 30 pug de proteina total de cada amostra para a deteccao
das proteinas de interesse. Em seguida, as amostras foram preparadas para
aplicacdo no gel de poliacrilamida. Para o preparo, foi adicionado tampdo de
amostra 3X concentrado (188 mM Tris-HCI - pH 6,8; 3% SDS; 30% glicerol; 0,01%
azul bromofenol e 15% B-mercaptoetanol diluidos em H20) em um volume suficiente
para se obter a concentracao final de 1X do tampdo na amostra. Em seguida, as
amostras foram fervidas a 95 °C por 5 minutos em banho seco e armazenadas no

gelo até aplicacéo no gel.

3.17 SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate - PolyAcrylamide Gel
Electrophoresis) seguido de immunoblotting

ApoOs o preparo, as amostras foram aplicadas em géis de poliacrilamida 12%
e separadas por eletroforese. A eletroforese foi realizada em uma cuba especifica
com a adicao de aproximadamente 1 L de tampé&o de corrida 1X (50 mM Tris; 0,38 M
glicina; 1,8 mM EDTA e 0,1% SDS diluidos em H20) e aplicacdo de uma corrente

elétrica a 100 V até a separacdo desejada das proteinas. Em seguida, as proteinas
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foram transferidas para membranas de nitrocelulose em um sistema de transferéncia
Uumido, utilizando aproximadamente 1 L de tampéo de transferéncia 1X (24,8 mM
Tris; 192 mM glicina e 10% metanol diluidos em H20) sob diferenca de potencial de
100 V por 1 hora. Apés a transferéncia, as membranas de nitrocelulose foram
blogueadas para ligagBes ndo especificas dos anticorpos com 5% de leite desnatado
diluido em tamp&o TBS-T (10 mM Tris-HCI; 150 mM NaCl e 0,02% Tween-20
diluidos em H20) a temperatura ambiente por 40 minutos. Em seguida, as
membranas foram incubadas overnight (aproximadamente 18 horas) com diluigcbes
adequadas de anticorpos primarios diluidos em TBS-T contendo 5% de leite
desnatado ou bovine serum albumin (BSA). ApOs esse periodo, as membranas
foram lavadas com tampao TBS-T por 5 vezes de 5 minutos em cada lavagem. Em
seguida, as membranas foram incubadas com os anticorpos secundarios anti-lgG
conjugados a peroxidase (HRP) diluidos em TBS-T contendo 5% de leite desnatado
a temperatura ambiente por 1 hora. Cada anticorpo secundario utilizado era
especifico para o reconhecimento dos antigenos dos animais nos quais 0S
anticorpos primarios foram produzidos. Apds 5 novas lavagens de 5 minutos cada,
foi adicionado 1 mL do reagente quimioluminescentes ECL™ Prime Western Blotting
Detection Reagent (GE Healthcare) as membranas, as quais foram imediatamente
reveladas em um equipamento fotodocumentador G: BOX Chemi XRQ da Syngene
(Cambridge, Reino Unido) ou expostas a um filme autorradiografico e reveladas
utilizando as solucdes reveladora e fixadora (Kodak). A captacdo das imagens foi
realizada utilizando o software GeneSys fornecido pelo fabricante do equipamento
(Syngene, Cambridge, Reino Unido) ou os filmes autorradiograficos foram
digitalizados utilizando uma impressora. Quando necessario, as intensidades
luminosas das bandas obtidas foram quantificadas por densitometria O6ptica,

utilizando o software ImageJ (http://imagej.nih.gov/ij/).

3.18 Taxa de consumo de oxigénio - Oxygen Consumption Rate (OCR)

Apoés o tratamento com hipusina por 72 horas, as células foram lavadas com
PBS 1X e coletadas por tripsinizacdo. Em seguida, as células foram transferidas
para tubos de microcentrifuga e centrifugadas a 1000 xg a 25 °C por 5 minutos. Apos
a centrifugacdo, os sobrenadantes foram descartados e as células foram
homogeneizadas em 1 mL de meio HS 2% contendo 25 mM de glicose, pH 7,3. Em

seguida, foi realizada a contagem das células seguindo o protocolo descrito no item


http://imagej.nih.gov/ij/
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3.6. Apds a contagem, foram utilizadas 2x10° células vidveis para a mensuragdo do
consumo de oxigénio. A taxa de consumo de oxigénio (oxygen consumption rate -
OCR) foi monitorada utilizando o equipamento Oroboros Oxygraph-2K. A aquisicéo
(em intervalos de 2 segundos) e a analise dos dados foram realizadas utilizando o
pacote de software DatLab, fornecido pelo proprio fabricante do equipamento
(OROBOROS, Innsbruck, Austria). A OCR foi avaliada utilizando 1puM de
oligomicina (Oligo) para inibir a ATP sintase, 2 yM do protonéforo carbonilcianeto m-
clorofenil hidrazona (CCCP) para desacoplar a fosforilacdo oxidativa mitocondrial e
1 uM de rotenona/antimicina (Ant) para bloquear a respiracdo mitocondrial e
determinar a OCR nao mitocondrial. A OCR ligada ao ATP foi calculada subtraindo a
desacoplada, apos a adicdo de oligomicina, da OCR basal. A capacidade de
reposicao foi determinada pela subtracdo basal da OCR induzida por CCCP. Os
valores da OCR néo mitocondriais foram subtraidos de todos os dados antes de
serem utilizados para essas analises. Os experimentos foram realizados no
Laboratério de Pancreas Endocrino e Metabolismo, situado no Centro de Pesquisa
em Obesidade e Comorbidades no Instituto de Biologia da Universidade Estadual de
Campinas (OCRC - IB - UNICAMP) coordenado pelo Prof. Dr. Leonardo dos Reis

Silveira.

3.19 Dosagem de lactato

Apos o tratamento com hipusina por 72 horas, os meios de cultura contendo
os tratamentos foram removidos e as células foram lavadas duas vezes com 1 mL
de PBS 1X para remover o excesso de fenol. Para determinacdo da producéo de
lactato, as células foram incubadas com 1 mL de PBS 1X em uma estufa umidificada
a 37 °C contendo 5% de CO:2 por 3 horas. Em seguida, o sobrenadante foi coletado
e analisado. Para dosagem do lactato liberado no sobrenadante, foi utilizado 1 pg da
enzima lactato desidrogenase (LDH) e 15 mM de NAD®. A reacéo foi tamponada
com Tris-HCI hidrazina (0,1 M de hidrazina e 50 mM de Tris), pH 7,2. Ap0Os a reacéo
enzimatica, a fluorescéncia de NADH foi determinada utilizando um
espectrofotometro com laser de 360 nm para excitacdo e um filtro de emisséo de
460 nm para deteccdo. Como controle positivo, foi utilizado 1 yM de rotenona para
inibir a ATP sintase e, consequentemente, a producao de energia proveniente da via
oxidativa. A concentracdo de lactato nas amostras foi determinada utilizando uma

curva padréo com concentragdes definidas e crescentes de lactato.
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3.20 Sonda para avaliacdo da densidade mitocondrial: MitoTracker™
Deep Red FM (MTDR)

Apos o tratamento com hipusina por 72 horas, os meios de cultura contendo
os tratamentos foram removidos e as células foram lavadas com PBS 1X. A
densidade mitocondrial foi avaliada utilizando o reagente MitoTracker™ Deep Red
FM da Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, EUA), seguindo as
recomendacdes do fabricante. Primeiramente, o po liofilizado (50 pg) foi solubilizado
em DMSO para se obter uma solucdo estoque a 1 mM. Em seguida, foi preparada
uma nova solucao estoque a 100 uM. Por fim, foi preparada a solugdo de marcacgao
a 100 nM, adicionando 10 pL da solucao estoque a 100 yM em 10 mL de meio de
cultura. Apés a lavagem, foram adicionados 250 yL da solucdo de marcacéo
(100 nM) e, em seguida, as células foram incubadas em uma estufa umidificada a
37 °C contendo 5% de CO:z por 45 minutos. Apés o periodo de incubacgdo, a
fluorescéncia do MTDR foi determinada utilizando um espectrofotometro com laser
de 644 nm para excitacdo e um filtro de emissdo de 665 nm para deteccdo. A
normalizacdo das amostras foi feita pelo conteddo proteico determinado por
Bradford.

3.21 Sonda para avaliagdo do potencial de membrana mitocondrial:
Tetramethylrhodamine, Methyl Ester, Perchlorate (TMRM)

ApoOs o tratamento com hipusina por 72 horas, os meios de cultura contendo
os tratamentos foram removidos e as células foram lavadas com PBS 1X. O
potencial de membrana mitocondrial foi avaliado utilizando o0 reagente
Tetramethylrhodamine, Methyl Ester, Perchlorate da Thermo Fisher Scientific Inc.
(Waltham, MA, EUA), seguindo as recomendacfes do fabricante. Primeiramente, o
po liofilizado (25 mg) foi solubilizado em DMSO para se obter uma solug¢édo estoque
a 10 mM. Em seguida, foi preparada uma nova solucéo estoque a 100 yM (1000X
concentrada). Por fim, foi preparada a solucdo de marcacdo a 100 nM (1X
concentrada), adicionando 10 yL da solugéo estoque a 100 yM em 10 mL de meio
de cultura. Apés a lavagem, foram adicionados 250 uL da solu¢do de marcacdo 1X
concentrada e, em seguida, as células foram incubadas em uma estufa umidificada
a 37 °C contendo 5% de CO2 por 30 minutos. ApOs o periodo de incubacéo, a
fluorescéncia do TMRM foi determinada utilizando um espectrofotdmetro com laser

de 488 nm para excitacdo e um filtro de emissdo de 570 nm para deteccdo. A
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normalizagdo das amostras foi feita pelo conteudo proteico determinado por
Bradford.

3.22 Analises estatisticas

Todos os dados mostrados representam os resultados obtidos em no
minimo trés experimentos independentes. Os dados estdo apresentados como
meédia + erro padréo da média (EPM). Os dados foram analisados pelo teste One-
way ANOVA seguido pelo pos-teste de Bonferroni (dados paramétricos) ou pelo
teste de Kruskal-Wallis seguido pelo pos-teste de Dunn's (dados ndo paramétricos)
ou ainda pelo teste t de Student (comparacdo entre dois grupos). As analises
estatisticas foram realizadas utilizando o software SigmaStat versdo 3.5 para
Windows (Systat Software, Inc., San Jose, CA, EUA). Os gréficos foram elaborados
utilizando o software GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).
As diferengas entre os resultados obtidos foram consideradas estatisticamente

significativas para o valor de p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 O tratamento com hipusina reduz significativamente a converséo de

MTT em formazan em células de glioma de rato C6

O primeiro objetivo deste projeto consistia na determinacéo da concentracéo
de uso da hipusina na linhagem de células derivadas de glioma de rato, denominada
células C6. Essa linhagem foi escolhida devido a ocorréncia natural do aminoacido
hipusina em cérebro de mamiferos. Para isso, a viabilidade/proliferacdo celular foi
avaliada por ensaios de MTT. O MTT (reagente de coloracdo amarela) € convertido
pelas enzimas mitocondriais, nas células consideradas viaveis, em cristais de
formazan (produto de coloracéo roxa) (MOSMANN, 1983). Este método colorimétrico
avalia a intensidade da coloracdo das amostras apés a diluicdo dos cristais de
formazan, através da determinacédo das absorbancias a 570 nm (MOSMANN, 1983).
Deste modo, quanto maior ou menor for a conversao do MTT em formazan, maior ou
menor serd a intensidade da coloracdo roxa avaliada no final do processo, 0 que
pode ser tanto um indicativo de proliferacdo tanto de viabilidade celular.

Para os ensaios, foram plagueadas 3x103 células/poco em placas de
96 pocos. No dia seguinte, as células foram tratadas com hipusina nas seguintes
concentracfes: 0,125 mM, 0,5 mM e 2 mM de (2S)-Hypusine dihydrochloride. As
células do controle negativo (NC) foram tratadas com 4gua ao invés de hipusina e as
células do controle positivo (PC) com 10% de DSMO. Os tratamentos foram
realizados por 24, 48 e 72 horas. Como resultado, foi observado que embora o
tratamento com 2 mM de hipusina por 24 horas tenha apresentado uma redugao na
conversdo de MTT em cristais de formazan de aproximadamente 15%, essa reducao
nao foi estatisticamente significativa (Figura 6 - A). Entretanto, os tratamentos com
2 mM de hipusina por 48 e 72 horas apresentaram diminui¢cdes significativas na
conversdo do reagente MTT. As reducOes foram de aproximadamente 40% em
48 horas e 55% em 72 horas (Figura 6 - B e C). A inclinacdo da curva no grafico dos
valores absolutos de absorbancia indica que o tempo de tratamento intensifica o

efeito da hipusina (Figura 6 - D).
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Figura 6 - Ensaios de MTT ap0ds o tratamento com diferentes concentragbes de hipusina
evidenciam uma reduc¢éo da conversao do MTT em formazan em células de glioma de rato C6.
As células foram tratadas com: &gua no mesmo volume utilizado para hipusina (NC - controle
negativo), 0,125 mM, 0,5 mM, 2 mM de hipusina e 10% de DMSO (PC - controle positivo) por (A) 24
horas, (B) 48 horas e (C) 72 horas. Os resultados foram analisados por One-Way ANOVA, seguido
pelo pés-teste de Bonferroni, e apresentados como média + erro padrdo da média (EPM) obtida a
partir de trés experimentos independentes. * indica diferengas estatisticamente significativas (p<0,05).
(D) Valores absolutos de absorbancia a 570 nm obtidos apds os tratamentos com hipusina em
diferentes concentraces e tempos de tratamento.
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4.2 O tratamento com hipusina reduz significativamente a proliferacéo
celular em células C6, reduzindo o numero de células totais e,

consequentemente, o conteudo de proteinas e RNAs totais

Como nao observamos alteracdes visuais nas células, tampouco nos
ensaios de MTT nos tratamentos com as concentragdes menores de hipusina,
decidimos utilizar para os préximos experimentos apenas a concentracdo de 2 mM
de hipusina. Para visualizacéo, registro das imagens das células sob microscopia
optica e contagem do nimero de células, foram plagqueadas 1,75x10* células/pogo
em placas de 24 pocos. No dia seguinte, as células foram tratadas com os
tratamentos controle (dgua) e 2 mM de hipusina. ApGs os periodos de tratamento
(48 e 72 horas) e antes da tripsinizacdo, as células foram observadas em um
microscopio oOptico e as fotos foram registradas nos diferentes tempos de
tratamento. Como resultado, observamos que o tratamento com hipusina né&o
causou alteracdes morfoldgicas significativas que indicassem perda da integridade e
morte celular (Figura 7 - A a D). Entretanto, observa-se um maior alongamento das
células tratadas com hipusina quando comparadas as células do tratamento controle
(Figura 7 - AaD).

Em seguida, foi feita a tripsinizacdo e a contagem das células utilizando um
contador automatico, na qual foi possivel observar uma diminuicdo substancial no
namero de células de aproximadamente 50% em 48 e 72 horas nas células tratadas
com 2 mM de hipusina quando comparadas as células do tratamento controle
(Figura 7 - E). A diminuigado foi de 1,6x10° para 0,8x10° células/poco em 48 horas e
de 4,2x10° para 1,9x10° células/poco em 72 horas (Figura 7 - E). Apesar disso, é
possivel notar que as células tratadas com hipusina continuaram proliferando entre
os tempos de 48 e 72 horas, porém mais lentamente quando comparado as células
controle. Em conjunto, estes dados apontam que os efeitos observados apos 48 e
72 horas podem ser decorrentes de alguma alteragéo abrupta que ocorre no inicio

do tratamento com hipusina.
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Figura 7 - O tratamento com 2 mM de hipusina reduz significativa o crescimento das células
C6, o que foi registrado por imagens de microscopia O6ptica e contagem do numero de células.
Imagens de microscopia 6ptica do tratamento controle (A) em 48 horas e (B) em 72 horas. Imagens
de microscopia 6ptica do tratamento com 2 mM de hipusina (C) em 48 horas e (D) em 72 horas.
(E) Curva de crescimento celular construida utilizando o nimero absoluto de células nos pogos apés
os tratamentos. A contagem de células foi realizada no equipamento Countess Il FL Automated Cell
Counter (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) utilizando a coloragcdo com azul de tripan. Os
resultados estdo apresentados com base na média * erro padrdo da média (EPM) obtida a partir de
trés experimentos independentes. * Indica diferencgas estatisticamente significativas (p<0,05).
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ApOGs a contagem, as células também foram utilizadas para a obtencédo de
extratos de proteinas e de RNAs totais. Com isso, foi possivel observar que as
quantificacbes dos extratos proteicos e de RNAs totais foram sempre
significativamente menores nas amostras tratadas com hipusina quando
comparadas as amostras do tratamento controle (Figura 8). Estes resultados, em
conjunto com os dados dos ensaios de MTT, confirmam a atuag&do da hipusina na
reducado da proliferacdo celular em células C6, o que resulta em um menor numero
de células e, consequentemente, em uma menor conversao do reagente MTT em

formazan e da quantificacdo dos extratos de proteinas e RNAs totais.

Figura 8 - A quantificag@o de proteinas e RNAs totais € significativamente menor em células C6
tratadas com 2 mM de hipusina comparadas as células com o tratamento controle. Painéis
superiores: Gréficos ilustrando a quantificacdo de proteinas determinada utilizando o método de
Bradford (BRADFORD, 1976) ap6s 48 e 72 horas de tratamento. Painéis inferiores: Graficos
ilustrando a quantificacdo de RNA determinada por espectrofotometria utilizando o equipamento
Epoch Microplate Reader configurado para leitura da absorbancia a 260 nm, apds 48 e 72 horas de
tratamento. Os resultados estdo apresentados com base na média + erro padrdo da média (EPM)
obtida a partir de trés experimentos independentes. * Indica diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05).
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Ap6s normalizacdo do contetdo proteico e dos RNAs totais pelo numero de
células, foi possivel observar que o tratamento com 2 mM de hipusina ndo altera
significativamente o conteudo de proteinas por célula, apesar de observarmos uma
tendéncia de diminuicdo em 72 horas (Figura 9). Entretanto, observa-se uma
diminuicéo significativa no conteido de RNAs totais por células apés 48 horas de
tratamento com 2 mM de hipusina e uma tendéncia de diminuicdo em 72 horas
(Figura 9). Estes resultados demonstram, que o tratamento com hipusina pode
também estar afetando os processos de transcricdo e/ou traducdo/sintese proteica
de uma maneira geral.

Figura 9 - O conteldo proteico por célula ndo é significativamente alterado pelo tratamento
com 2 mM de hipusina, mas o conteldo de RNAs totais é significativamente menor apd6s 48
horas de tratamento. Painéis superiores: Gréficos ilustrando a normalizacdo do conteddo de
proteinas totais pelo nimero de células apds 48 e 72 horas de tratamento. Painéis inferiores: Graficos
ilustrando a normalizagdo do contelido de RNAs totais pelo nimero de células apés 48 e 72 horas de
tratamento. Os resultados estdo apresentados com base na média * erro padrdo da média (EPM)

obtida a partir de trés experimentos independentes. * Indica diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05).
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4.3 O processo de migracao celular ndo é afetado pelo tratamento com
hipusina em células C6

Devido aos efeitos observados em células C6 tratadas com 2 mM de
hipusina, seguimos para 0s proximos experimentos utilizando apenas essa
concentracdo, a fim de caracterizar as agdes da hipusina em outros parametros
celulares. Deste modo, o processo de migragao celular foi avaliado utilizando o
ensaio de cicatrizacao de feridas, que consiste na realizagdo de um scratch, ou seja,
um risco na monocamada de cultura de células, seguido da observacdo do tempo de
fechamento desta “ferida”. A migracéo celular esta envolvida em diversos processos
fisiologicos como, por exemplo, na reepitelizacdo e cicatrizacdo de feridas, nas
respostas imunes e nas metastases de canceres. Este ensaio tem sido bastante
utilizado para estudar e entender o processo de migracdo celular, pois acredita-se
gue o0s sinais e 0s mecanismos celulares para tentar fechar uma ferida, sejam
semelhantes aos mecanismos subjacentes envolvidos nas metastases. Sendo
assim, este ensaio tem sido utilizado principalmente para realizacdo de testes de
compostos que possam reduzir a taxa de migracao celular, podendo assim atuarem
como possiveis agentes quimioterdpicos que impecam a atividade metastatica de
tumores. Visto que a hipusina foi capaz de reduzir significativamente a proliferacéo
celular em células C6, também testamos se hipusina teria algum efeito sobre este
processo.

Para os ensaios, foram plagueadas 2,5x10° células/poco em placas de 24
pocos e, no dia seguinte, quando as células atingiram a confluéncia total, foram
realizados os scratches nos pocos com o auxilio de uma ponteira (p200). Neste
mesmo dia, foram feitos os registros das areas dos scratches no tempo 0 horas e
também foi adicionado o tratamento com 2 mM de hipusina diluida em meio de
cultura sem soro fetal bovino. O meio de cultura sem soro fetal bovino foi utilizado
para que nao ocorresse o fechamento dos scratches por meio da proliferacao
celular. Em seguida, as areas dos scratches foram acompanhadas e registradas
através de fotografias utilizando um microscopio Optico nos tempos de 24, 48 e
72 horas ap6s o tratamento. Como resultado, observamos que o tratamento com
2 mM de hipusina ndo alterou as areas de fechamento dos scratches quando
comparada as areas das células com o tratamento controle. Deste modo, sob estas

condi¢cbes de tratamento, a hipusina ndo favoreceu e nem retardou o processo de
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migracdo celular para o fechamento das areas dos scratches nestas células (Figura
10).

Figura 10 - Os ensaios de cicatrizagdo de feridas mostram que o tratamento com hipusina em
células C6 néo é capaz de afetar o processo de migracao celular. As células foram tratadas com
agua (controle) e 2 mM de hipusina utilizando meio de cultura sem soro fetal bovino. As areas de
fechamento dos scratches foram acompanhadas e registradas nos tempos 0, 24, 48 e 72 horas
utilizando um microscopio Gptico com uma camera acoplada. As imagens sao representativas de trés

experimentos independentes.
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44 A hipusina tem um potente efeito na reducdo do potencial
clonogénico em células C6

A capacidade de as células proliferarem em ensaios de formacdo de
coloénias € utilizada para verificar se um tratamento pode reduzir a capacidade
clonogénica de células tumorais. Para estes ensaios, foram plagueadas
500 células/pogo em placas de 6 pocos e, no dia seguinte, foi realizado o tratamento
com agua (controle) e 2 mM de hipusina. Primeiramente, as células foram tratadas
com 2 mM de hipusina ou com o tratamento controle por 7 dias (Figura 11 - A).
Como resultado, observamos a supressdo total da capacidade de formacdo de
colénias das células C6 tratadas com hipusina (Figura 11 - B, C e D). Olhando para
essas células através de um microscopio optico € possivel observar células isoladas
ou pequenas colbnias que ndo puderam ser coradas utilizando este método
(Figura 11 - E). Isso indica que as células plagueadas no inicio ndo morreram
durante o tratamento, mas sim que a hipusina impactou significativamente no
crescimento dessas colonias.

Em seguida, testamos a capacidade dessas células em restaurar a formacéo
de colénias apés a remocao do tratamento. Os meios de cultura contendo os
tratamentos foram substituidos ap6s 3 dias por um novo meio de cultura regular e
sem hipusina (Figura 12 - A). Como resultado, pudemos observar que a formacéo de
colénias foi reestabelecida apos a remocao da hipusina, o que indica novamente que
o tratamento com 2 mM de hipusina ndo causa a morte dessas células (Figura 12 -
B). No entanto, o namero final de col6nias e o tamanho das col6nias formadas ainda
foram significativamente menores nas células tratadas com hipusina quando
comparadas as células com o tratamento controle (Figura 12 - C, D e E).

Por fim, para demostrarmos um efeito intermediario, as células C6 também
foram tratadas com 1 mM de hipusina por 3 e 7 dias. Com isso, foi observado
reducdes significativas tanto no niumero total de colénias quanto no tamanho médio
das colbnias formadas nas células tratadas com hipusina quando comparadas as
células do tratamento controle (Figura 13 - A, B e C). Em geral, todos estes
resultados revelam que o tratamento com hipusina prejudica significativamente a

capacidade clonogénica das células C6.
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Figura 11 - Células de glioma de rato C6 perderam completamente a capacidade clonogénica
ap6s o tratamento com 2 mM de hipusina. (A) Desenho experimental. Células C6 foram
plaqueadas em baixa densidade (5x102 células/poco) em placas de 6 pogcos. Em seguida, foram
tratadas com agua no mesmo volume de hipusina (controle) e 2 mM de hipusina por 7 dias e o
protocolo experimental foi realizado ao final dos tratamentos. (B) Ensaio de formacdo de colénias
realizado apos o tratamento com hipusina. Uma solugcdo de 0,5% de cristal violeta em 25% de
metanol foi utilizada para a coloracdo das col6nias. (C) O grafico mostra o nimero de colbnias
formadas apds os tratamentos. (D) O grafico mostra o tamanho médio das col6nias formadas apés os
tratamentos. O nimero e o tamanho das coldnias formadas foram mensurados utilizando o software
ImageJ. Os resultados estdo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM) de trés
experimentos independentes. *indica diferencas estatisticamente significativas (p<0,05). (E) Imagens
de microscopia Optica representando o tamanho médio das colbnias ao final dos tratamentos controle
e com 2 mM de hipusina.
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Figura 12 - A remocé&o do tratamento apds 72 horas reestabelece a formacédo de col6nias, mas
a capacidade clonogénica nas células tratadas com hipusina ainda € significativamente menor.
(A) Desenho experimental. Células C6 foram plaqueadas em baixa densidade (5x102? células/poco)
em placas de 6 pocos. Em seguida, foram tratadas com agua no mesmo volume de hipusina
(controle) e 2 mM de hipusina por 3 dias, 0 meio de cultura foi substituido por um meio de cultura sem
hipusina e o protocolo experimental foi realizado no 7° dia ap6s o inicio do tratamento. (B) Ensaio de
formacgdo de colbnias realizado apos o tratamento com hipusina. Uma solugdo de 0,5% de cristal
violeta em 25% de metanol foi utilizada para a coloracdo das colbnias. (C) O grafico mostra o nimero
de colbnias formadas apds os tratamentos. (D) O grafico mostra o tamanho médio das col6nias
formadas apds os tratamentos. O nimero e o tamanho das coldnias formadas foram mensurados
utilizando o software ImageJ. Os resultados estdo apresentados como média £ erro padrdo da média
(EPM) de trés experimentos independentes. *indica diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05). (E) Imagens de microscopia 6ptica representando o tamanho médio das colbnias ao final
dos tratamentos controle e com 2 mM de hipusina.
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Figura 13 - O tratamento com uma dose intermediaria de hipusina (1 mM) reduz
significativamente o nimero e o tamanho médio das colbnias formadas. (A) Ensaios de
formacgédo de col6nias realizados ap6s o tratamento com hipusina. Células C6 foram plaqueadas em
baixa densidade (5x102 células/poco) em placas de 6 pogcos. Em seguida, foram tratadas com agua
no mesmo volume de hipusina (controle) e 1 mM de hipusina por 3 e 7 dias e o protocolo
experimental foi realizado no 7° dia apos o inicio do tratamento. Uma solugcdo de 0,5% de cristal
violeta em 25% de metanol foi utilizada para a coloragdo das col6nias. (B) O grafico mostra o nimero
de colbnias formadas apods os tratamentos. (C) O grafico mostra o tamanho médio das col6nias
formadas apds os tratamentos. O nimero e o tamanho das coldénias formadas foram mensurados
utilizando o software ImageJ. Os resultados estdo apresentados como média £ erro padrdo da média
(EPM) de trés experimentos independentes. *indica diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05).
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4.5 O tratamento com hipusina em células C6 nédo altera o ciclo celular,
ndo leva as células a apoptose, mas aumenta o conteddo da proteina

antiapoptotica Mcl-1

A fim de verificar se a hipusina apresentava algum efeito sobre o ciclo celular
e a apoptose, estes parametros foram avaliados por citometria de fluxo apés
marcacao com iodeto de propideo e pela avaliacdo do contetido proteico de algumas
proteinas reguladoras da via de apoptose.

Para a citometria de fluxo, foram plagqueadas 1,75x10* células/poco em
placas de 24 pocgos, as células foram tratadas com 2 mM de hipusina por 72 horas e,
em seguida, foi realizado o protocolo para marcagdo com iodeto de propideo. O
iodeto de propideo é um intercalante de DNA, deste modo, € possivel determinar a
porcentagem de células em cada fase do ciclo celular no momento em que elas
foram coletadas e fixadas através da fluorescéncia emitida apds sua excitacdo. O
contetdo de DNA difere de acordo com cada fase do ciclo celular, ou seja, quanto
maior a fluorescéncia emitida por uma célula que esta sendo analisada no citbmetro
de fluxo, maior o conteuddo de DNA desta célula. Como resultado, foi possivel
observar que o perfil do ciclo celular das células tratadas com 2 mM de hipusina por
72 horas foi muito semelhante ao perfil de ciclo celular das células com o tratamento
controle, ndo apresentando nenhuma diferenca significativa ou acumulo de células
em nenhuma fase do ciclo celular (Figura 14 - A e B). O perfil do ciclo celular
também foi avaliado em outros tempos de tratamento (24 e 48 horas). No entanto,
também ndo observamos diferencas significativas nas células tratadas com hipusina
apos 24 e 48 horas de tratamento (dados ndo mostrados).

Além disso, o tamanho e a granulosidade dessas células também foram
avaliados ap6s 72 horas de tratamento. Entretanto, ndo foram observadas
alteracOes significativas nestes parametros nas ceélulas tratadas com hipusina
guando comparadas as células do tratamento controle (Figura 14 - C e D). Mais uma
vez, estes dados evidenciam que os efeitos observados na reducgéo da proliferagcéo
celular ap6s 72 horas de tratamento com hipusina, podem ser em decorréncia de
alteracdes que ocorreram logo no inicio do tratamento. Deste modo, apos algum
tempo, as células sdo capazes de reestabelecer a proliferagcdo, porém, mesmo
assim, ainda apresentam um numero de células significativamente reduzido ao final

do tratamento.
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Figura 14 - O tratamento com 2 mM de hipusina por 72 horas ndo causa alteracdes
significativas na distribuicdo do ciclo celular e nem no tamanho/granulosidade das células.
ApOs os tratamentos, as células C6 foram marcadas com iodeto de propideo e analisadas por
citometria de fluxo. (A) Histogramas representativos mostrando as distribuicdes do ciclo celular. (B)
Gréaficos mostrando a porcentagem de células em cada fase do ciclo celular. (C) Graficos de
diagrama de pontos representativos mostrando o tamanho (FSC-A) versus a granulosidade (SSC-A).
(D) Graficos mostrando a média do tamanho (FSC-A) e a média da granulosidade (SSC-A). Os dados
apresentados representam a média de trés experimentos independentes realizados em triplicata.
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Ainda com os resultados obtidos pela citometria de fluxo, também foi
avaliada a porcentagem de células com fragmentacdo do DNA, o que pode ser um
indicativo de morte celular. Como resultado, ndo foi observado um aumento
significativo da porcentagem de células com o DNA fragmentado nas células
tratadas com 2 mM de hipusina por 72 horas quando comparadas as células do
tratamento controle (Figura 15 - A).

Para verificar se o tratamento com hipusina realmente ndo induzia a morte
celular em células C6, o conteudo de proteinas reguladoras da via de apoptose foi
avaliado. Para isso, foram plagueadas 7x10* células/poco em placas de 6 pocos e,
apos o tratamento com 2 mM de hipusina por 72 horas, as células foram coletadas e
0 extrato proteico foi obtido. Em seguida, 30 ug de proteina total foram separadas
por eletroforese em gel de poliacrilamida, transferidas para uma membrana de
nitrocelulose, as quais foram tratadas com anticorpos especificos para a deteccéo e
determinacdo do conteudo proteico das proteinas de interesse. Como resultado, ndo
foi observado alteracBes no conteddo proteico da proteina pro-apoptética BAK e
nem na clivagem de PARP1, proteina envolvida na identificacdo de danos no DNA e
direcionamento e/ou atuacdo direta no reparo (Figura 15 - B). Em relacdo as
proteinas antiapoptéticas, ndo foi observado alterac6es no conteudo da proteina Bcl-
XL (Figura 15 - B), mas foi observado um aumento significativo no conteddo da
proteina Mcl-1 nas células tratadas com 2 mM de hipusina por 72 horas (Figura 15 -
B e C). O contetudo do transcrito Mcl-1 também foi avaliado por RT - gPCR em
tempo real, entretanto, ndo foram observadas alteracdes significativas em seu
contetdo (Figura 15 - D). Em resumo, esses resultados mostram que mesmo o
tratamento com hipusina na maior concentracao e tempo de tratamento testados néao
leva as células a apoptose, mas aumenta o conteudo da proteina anti-apoptotica
Mcl-1.
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Figura 15 - O tratamento com hipusina ndo induz as células a apoptose e aumenta o contetado
da proteina antiapoptdética Mcl-1 em células C6. As células foram tratadas com agua no mesmo
volume de hipusina (controle) e 2 mM de hipusina por 72 horas. (A) Histogramas representativos da
andlise por citometria de fluxo para avaliar a porcentagem de células com o DNA fragmentado
(hipodiploide - Sub G0/G1) apés marcacao com iodeto de propideo. (B) Ensaios de immunoblotting
utilizando 30 pg de extratos de proteinas totais obtidos dos tratamentos. Os anticorpos utilizados
foram: a-tubulina (50 kDa), PARP1 completo (116 kDa) e PARP1 clivado (89 kDa), BAK (25 kDa), Bcl-
XL (30 kDa) e Mcl-1 (40 kDa). (C) Densitometria 6ptica de Mcl-1/a-Tubulina utilizando o software
ImageJ v1.53. (D) Conteldo relativo do transcrito Mcl-1 apés normalizagcdo com B2M (controle
endogeno) utilizando o método comparativo AA Ct. Os resultados foram analisados pelo teste t-
Student e apresentados como média + EPM. * indica diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05). Todos os resultados foram obtidos a partir de trés experimentos independentes.
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4.6 O conteudo do transcrito Eif5a e o perfil global de sintese proteica

sao significativamente reduzidos pelo tratamento com hipusina em células C6

Tendo em vista que o tratamento com hipusina foi capaz de reduzir
drasticamente a proliferacdo e a capacidade clonogénica em células C6 sem causar
alteracdes significativas no perfil de ciclo celular, comegamos a investigar
mecanismos e processos celulares que poderiam estar envolvidos com os efeitos
observados. A hipusina, em sua forma livre, origina-se da degradacdo de elF5A,
uma proteina chave na regulacdo do processo de traducdo, sintese proteica e
crescimento celular. Portanto, primeiramente decidimos avaliar se o tratamento com
hipusina poderia regular a expressdo do gene e do contetdo proteico de elF5A.
Além disso, decidimos também avaliar o perfil global de sintese proteica e o
metabolismo energético dessas células, os quais poderiam estar sendo prejudicados
pelo tratamento com hipusina.

Para determinacdo do conteldo do transcrito Eif5a, 2,5x10° células foram
plagueadas em placas de 60 mm de diametro e tratadas com 2 mM de hipusina por
24, 48 e 72 horas. ApOs os tratamentos, o RNA total foi extraido com TRIzol™, o
cDNA foi preparado por transcricdo reversa e, em seguida, analisado por PCR
quantitativa em tempo real. Como resultado, observa-se que o conteddo do
transcrito Eif5a foi significativamente reduzido nas células C6 tratadas com hipusina
guando comparadas as células do tratamento controle (Figura 16 - A). As
diminuicdes observadas foram cerca de 30% em 24 horas, 22% em 48 horas e 16%
em 72 horas (Figura 16 - A). Apesar da diminuicdo no contetdo do transcrito Eif5a,
nao foram observadas diferencas significativas no contetido da proteina elF5A total
ou hipusinada apés 72 horas de tratamento com 2 mM de hipusina (Figura 16 - B).
Para essa avaliagdo do conteddo proteico de elF5A foram utilizados extratos
proteicos obtidos apds 72 horas de tratamento com hipusina do mesmo modo
descrito no resultado anterior e utilizando anticorpos especificos para deteccéo de
elF5A total e hipusinada.

Para avaliagdo do perfil global de sintese proteica foi utilizada a técnica de
SUNSET, com base na incorporacdo de puromicina em peptideos recém-
sintetizados. Para estes ensaios, foram plaqueadas 7x10* células/po¢co em placas
de 6 pocos e, apos o tratamento com 2 mM de hipusina por 72 horas, as células

foram tratadas com 1 yM de puromicina por 30 minutos, coletadas e o extrato
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proteico foi obtido. Em seguida, 30 pg de proteinas totais foram separadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida, transferidas para uma membrana de
nitrocelulose, a qual foi incubada com anticorpo anti-puromicina para a observagao
da formacao dos novos peptideos com puromicina incorporada. Como resultado, foi
observado que o tratamento com 2 mM de hipusina por 72 horas diminuiu o perfil
global de sintese proteica em aproximadamente 40% nessas células (Figura 16 - C e
D).
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Figura 16 - O tratamento com hipusina diminui o contetddo do transcrito Eif5a e o perfil global
de sintese proteica. (A) As células foram tratadas com agua no mesmo volume de hipusina
(controle) e 2 mM de hipusina por 24, 48 e 72 horas para avaliar o contedido do transcrito Eif5a por
RT-gPCR. O grafico mostra o conteudo relativo do transcrito Eif5a ap6s normalizacdo com (2M
(controle endégeno) utilizando o método comparativo AA Ct. (B) Ensaio de immunoblotting utilizando
30 pg de extratos de proteinas totais obtidos apés 72 horas de tratamento com hipusina. Os
anticorpos utilizados foram: a-tubulina (50 kDa), elF5A total (17 kDa) e elF5A hipusinada (17 kDa).
(C) Ensaio de immunobilotting utilizando 30 pg de extratos de proteinas totais previamente tratados
com hipusina e 1 uM de puromicina. O anticorpo anti-puromicina foi utilizado para a deteccdo dos
peptideos recém-sintetizados com puromicina incorporada e o a-tubulina (50 kDa) como controle
enddgeno de carregamento. (D) Densitometria 6ptica de Puromicina/a-Tubulina utilizando o software
ImageJ v1.53. Os resultados foram analisados pelo teste t-Student e apresentados como média *
EPM. * indica diferencas estatisticamente significativas (p<0,05). Todos os resultados foram obtidos a
partir de trés experimentos independentes.
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4.7 O tratamento com hipusina talvez seja capaz de regular a sintese e
hipusinacédo de novas proteinas elF5A em células C6 por meio de um feedback

negativo, mas os dados ainda sédo inconclusivos

Apesar de ndo termos observado alteracdes nos conteddos proteicos de
elF5A total e elF5A hipusinada em suas formas enddgenas, a diminuicdo no
conteudo do transcrito Eifa em todos os tempos de tratamento indica que a
hipusina possa estar atuando no controle da sintese de novas proteinas elF5A ou na
reacao de hipusinacédo desta proteina. Sabemos que a proteina elF5A é altamente
estavel e possui uma meia vida longa, deste modo, pequenas alteracdes nos
contetdos proteicos de elF5A total e hipusinada recém-sintetizados ndo seriam
facilmente detectadas pela técnica utilizada. Deste modo, resolvemos utilizar a
estratégia de transfeccao celular utilizando polietilenoimina (PEI) para produzirmos a
proteina elF5A de forma exdgena e assim avaliarmos os efeitos do tratamento com
hipusina na sintese e hipusinacdo das novas proteinas produzidas durante o
tratamento.

Para isso, 5x10° células/poco foram plaqueadas em placas de 6 pocos para
a transfeccdo de um plasmideo controle (pGFP-FLAG), que produz a proteina GFP
(green fluorescent protein) em fusdo com o peptideo sinalizador FLAG e do
plasmideo pEIFS5A-FLAG, que produz a proteina elF5A em fusdo com FLAG
(PEREIRA; TAMBORLIN; MENEGUELLO; DE PROENCA et al., 2016), para
deteccdo de ambas proteinas utilizando um anticorpo anti-FLAG. O tratamento com
2 mM de hipusina foi realizado durante o periodo de transfeccdo com PEI por
4 horas e, também, apos troca do meio de cultura da transfec¢é@o por mais 20 horas.
O conteudo proteico das proteinas produzidas foi avaliado apds 24 horas do inicio
da transfec¢cdo. Como resultado, foi observado que apesar de o tratamento com
hipusina apresentar uma tendéncia em reduzir o contetudo proteico de elF5A-FLAG
hipusinada (Figura 17), produzida de forma exdgena, ainda ndo foi possivel chegar a

um resultado totalmente conclusivo.
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Figura 17 - Avaliagdo da sintese e hipusinagcdo da proteina elF5A-FLAG, produzida de forma
exégena em células C6 através de transfecgdo com PEIl, apds o tratamento com 2 mM de
hipusina por 24 horas. As células foram transfectadas com os plasmideos pGFP-FLAG, que produz
a proteina GFP (green fluorescent protein) fusionada ao peptideo sinalizador FLAG ou com o
plasmideo pEIF5A-FLAG, que produz a proteina elF5A fusionada ao peptideo FLAG, utilizando o
reagente de transfeccdo polietilenoimina (PEI). Além da transfeccéo, as células também foram
tratadas com o tratamento controle (agua) e com 2 mM de hipusina por 24 horas. Para o
immunoblotting foram utilizados 30 pg de proteinas totais. Os anticorpos utilizados foram: a-tubulina,
anti-FLAG e anti-1U88 (elF5A hipusinada).
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4.8 O tratamento com hipusina interfere no metabolismo energético das
células C6, reduzindo a capacidade oxidativa dessas células e favorecendo a

via anaerdbica para producao de energia

Para avaliarmos o metabolismo energético das células C6 apos o tratamento
com hipusina, 4x10° células foram plaqueadas em placas de 100 mm de diametro e
tratadas com 2 mM de hipusina por 72 horas. Em seguida, a respiragédo celular foi
avaliada através da mensuragdo da taxa de consumo de oxigénio (oxygen
consumption rate - OCR) em tempo real, utilizando o equipamento Oroboros O2k-
FluoRespirometer. Para as analises no equipamento, foram utilizados o mesmo
nimero de células tratadas e nao tratadas com hipusina (2x10° células), as quais
foram analisadas sob condicGes basais e apds a adicdo sequencial de inibidores da
cadeia transportadora de elétrons como oligomicina (Oligo), carbonyl cyanide m-
chlorophenyl hydrazone (CCCP) e rotenona/antimicina (Ant). Como resultado, foi
observada uma diminui¢éo significativa na respiracao celular acoplada a fosforilacao
oxidativa nas células tratadas com hipusina quando comparadas as células do
tratamento controle (Figura 18 - A). Essa reducdo da capacidade oxidativa foi
evidente em todos os parametros respiratérios avaliados, desde a respiragdo em
estado basal até a respiragcdo méxima (Figura 18 - B).

Uma vez que a diminuicdo do consumo de oxigénio indica ineficiéncia no
metabolismo oxidativo, também foi avaliado o requerimento da via anaerdbia para
producado de energia por meio da dosagem de lactato liberado pelas células, o qual é
o produto final do metabolismo energético na auséncia de oxigénio. Para isso, 8x10°
células/poco foram plagueadas em placas de 48 pocos e tratadas com 2 mM de
hipusina por 72 horas. Em seguida, as células foram incubadas por 3 horas em PBS
e 0 sobrenadante foi analisado utilizando a enzima lactato desidrogenase e uma
curva padrao de lactato. Como resultado, foi observado que o conteudo de lactato
liberado pelas células foi significativamente maior nas células tratadas com hipusina
guando comparadas as células do tratamento controle (Figura 18 - C).

Além disso, avaliamos também a densidade e o potencial de membrana
mitocondrial, por meio da marcacdo com as sondas MitoTracker™ Deep Red FM
(MTDR) e Tetramethylrhodamine, Methyl Ester, Perchlorate (TMRM),
respectivamente. Para isso, 8x10° células/poco foram plagueadas em placas de 48

pocos e tratadas com 2 mM de hipusina por 72 horas. Em seguida, as células foram
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marcadas com as respectivas sondas e analisadas por espectrofotometria. Como
resultado, observa-se que apesar da taxa de consumo de oxigénio ter diminuido no
tratamento com hipusina, a densidade mitocondrial (MTDR) e o potencial de
membrana (TMRM) aumentaram significativamente nestas células (Figura 18 - D e
E). Dessa forma, esse aumento no conteido mitocondrial ndo indica uma melhora
na eficiéncia energética da via oxidativa, como mostram os dados da respiracdo
celular. Isso pode ocorrer devido a uma disfuncdo mitocondrial induzida pelo
tratamento com hipusina, que talvez possa levar a um aumento no numero de

mitocondrias, a fim de compensar a ineficiéncia do metabolismo oxidativo.
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Figura 18 - A hipusina é capaz de modular o requerimento das vias metabdlicas para a
producao de energia nas células C6, diminuindo a taxa de consumo de oxigénio e aumentando
a producao de lactato. As células foram tratadas com agua no mesmo volume de hipusina (controle)
e 2 mM de hipusina por 72 horas. (A) Taxa de consumo de oxigénio (OCR) mensurada utilizando o
equipamento Oroboros Oxygraph-2K. A OCR foi avaliada apds a injecdo de 1 pM de oligomicina
(inibidor da ATP sintase), 2 uM de CCCP (desacoplador mitocondrial) e 1 pM de rotenona (inibidor do
complexo 1)/1 uM de antimicina A (inibidor do complexo Ill). (B) Parametros respiratérios calculados
apos a determinacdo da OCR. Os parametros determinados foram: respiracdo basal, respiracéo
acoplada ao ATP e respiracdo maxima, capacidade de reserva respiratéria (spare), respiracdo com
vazamento de protons (leak) e respiragdo ndo mitocondrial (non-mit). (C) Contetdo de lactato
liberado apés incubacdo por 3 horas em meio PBS contendo 25 mM de glicose. (D) Densidade
mitocondrial apds marcagdo com a sonda MitoTracker™ Deep Red FM (MTDR). (E) Potencial de
membrana mitocondrial apds marcacdo com Tetramethylrhodamine, Methyl Ester, Perchlorate
(TMRM). Todos os valores de fluorescéncia foram normalizados pela quantificacdo de proteinas. Os
resultados foram analisados pelo teste t-Student e apresentados como média + EPM. * indica
diferencas estatisticamente significativas (p<0,05). Todos os resultados foram obtidos a partir de trés
experimentos independentes.
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4.9 A hipusina apresenta acdo sinérgica quando combinada com a
temozolomida, o quimioterapico de escolha para o tratamento de gliomas

Devido aos efeitos antiproliferativos observados nos tratamentos com
hipusina em células C6, decidimos testar a combinacdo de hipusina com a
temozolomida (TMZ), a droga quimioterapica de escolha utilizada para o tratamento
de glioblastomas humanos, utilizando os ensaios de MTT para avaliagdo da
proliferacéo celular.

Para os ensaios, foram plagueadas 3x103 células/poco em placas de 96
pocos. No dia seguinte, as células foram tratadas primeiramente somente com TMZ
nas seguintes concentracdes: 0,125 mM, 0,250 mM, 0,5 mM e 1 mM por 24, 48 e 72
horas. Como resultado, apos 24 horas de tratamento, foi observada uma diminuicao
significativa na conversdo de MTT em formazan nas concentracdes de 0,250 mM,
0,5 mM e 1 mM (Figura 19 - A). Apos 48 e 72 horas de tratamento, todas as
concentracbes de TMZ testadas apresentaram reducbes estatisticamente
significativas na conversdo do MTT em formazan (Figura 19 - B e C).

ApoOs a realizacéo da curva dose-resposta do TMZ, escolhemos o tempo de
tratamento intermediario (48 horas) para avaliar todas as concentracdes de TMZ em
combinagdo com 2 mM de hipusina. Como resultado, observa-se que a adicdo de
hipusina ao tratamento intensificou a agdo da temozolomida em todas as
concentracfes testadas (Figura 19 - D). Por exemplo, nas células tratadas com
0,5 mM de TMZ houve uma reducdo de aproximadamente 40% na conversdo do
MTT em formazan, enquanto que nas células tratadas com a mesma concentracao
de TMZ concomitantemente com 2 mM de hipusina houve uma reducdo de
aproximadamente 50%, ou seja, a mesma reducao observada quando se utilizou a
concentracdo de 1 mM de TMZ isoladamente (Figura 19 - D). Deste modo, conclui-
se que a combinacéo desses dois compostos permite reduzir pela metade a dose de
temozolomida utilizada, mantendo o mesmo efeito observado com o dobro da

concentracédo de TMZ sozinho (Figura 19 - D).
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Figura 19 - A hipusina atua sinergicamente com a temozolomida na reducéo da proliferagdo
celular em células C6. Os ensaios de MTT foram realizados em células C6 tratadas com 1% de
DMSO (solvente utilizado como controle), 0,125 mM, 0,250 mM, 0,5 mM e 1 mM de temozolomida por
(A) 24 horas, (B) 48 horas e (C) 72 horas. (D) Os ensaios de MTT foram realizados apds 48 horas de
tratamento combinando as diferentes concentracdes de temozolomida com 2 mM de hipusina. Os
resultados foram analisados por One-Way ANOVA, seguido do pés-teste de Bonferroni, e
apresentados como média + EPM de trés experimentos independentes. * indica diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05). ** indica diferencas estatisticamente significativas p<0,01.
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5 DISCUSSAO

Todos os estudos publicados e encontrados utilizando o termo de busca
“hipusina”, até a data de finalizacdo da escrita deste trabalho (marco de 2023),
descrevem a importancia deste aminoacido como um componente essencial para a
atividade da proteina elF5A. Nos Uultimos cinco anos, cerca de uma centena de
artigos cientificos foram publicados na base de dados PubMed, todos abordando
sobre a importancia da hipusina para a atividade de elF5A em diversos processos
moleculares, celulares, fisiologicos e patologicos. O elF5A e sua hipusinacdo foram
relacionados a diversas condi¢des patolégicas humanas, incluindo inflamacéao (DE
ALMEIDA; TOLEDO; ROSSI; ROSSETTO DDE et al.,, 2014), diabetes (IMAM;
MIRMIRA; JAUME, 2014; KULKARNI; ANDERSON; MIRMIRA, 2022), cancer
(NAKANISHI; CLEVELAND, 2016), infeccbes retrovirais (HANAUSKE-ABEL,;
SAXENA; PALUMBO; HANAUSKE et al., 2013; OLSEN; FILONE; ROZELLE; MIRE
et al., 2016) e, recentemente, em disturbios do neurodesenvolvimento (FAUNDES;
JENNINGS, 2021; ZIEGLER; STEINDL; HANNER; KUMAR KAR et al., 2022). A
hipusina também tem sido utilizada como um biomarcador de elF5A hipusinada para
diagnéstico de algumas doencas (BASKAL; KAISER; MELS; KRUGER et al., 2022;
KAISER; KHOMUTOV; SIMONIAN; AGOSTINELLI, 2012) e como um alvo
terapéutico viavel em terapias medicinais avancadas, especialmente em tumores
resistentes (KAISER; AGOSTINELLI, 2022). Entretanto, até a presente data, ndo ha
estudos na literatura que investiguem o potencial de atuag¢édo da hipusina como um
aminoacido livre, desde que este foi isolado pela primeira vez ha cinco décadas
atrads (SHIBA; MIZOTE; KANEKO; NAKAJIMA et al., 1971). Desta forma, a presente
tese demonstra, pela primeira vez, evidéncia de atividade biol6gica para a hipusina
livre. Para o desenvolvimento deste estudo, hipusina sintética foi utilizada para o
tratamento de uma linhagem de células derivadas de glioma de rato, denominada
células C6, e posterior avaliacdo de eventuais efeitos in vitro.

Essa linhagem celular foi escolhida devido a ocorréncia natural do
aminoacido hipusina em sua forma livre em cérebros de mamiferos (NAKAJIMA,;
MATSUBAYASHI; KAKIMOTO; SANO, 1971; SHIBA; MIZOTE; KANEKO;
NAKAJIMA et al., 1971). Além disso, as células C6 sdo uma linhagem de células

padrdo ouro, amplamente utilizada em pesquisas na area de neurociéncias, e as



75

quais apresentam algumas caracteristicas que proporcionam uma boa simulagéo de
glioblastoma multiforme (GIAKOUMETTIS; KRITIS; FOROGLOU, 2018).

Iniciamos o nosso estudo testando diferentes concentracdes de hipusina e
tempos de tratamento por meio de ensaios de MTT, que permitem a avaliacdo de
parametros como citotoxicidade, proliferacdo celular e atividade metabdlica. Com
isso, foi possivel observar uma reducgéo significativa na conversdao de MTT em
formazan apenas no tratamento com 2 mM de hipusina por 48 e 72 horas. Utilizando
essas mesmas condicfes de tratamento, também foi observada uma diminuicédo
substancial no numero de células, sem que houvesse alteracbes morfolégicas
significativas que indicassem a perda da integridade celular. Entretanto, observou-se
um alongamento das células tratadas com hipusina em comparag¢do com as ceélulas
do tratamento controle. Dessa forma, a diminuicdo no numero de células levou a
uma menor conversdo de MTT em formazan, o que mostra que o tratamento com
hipusina é capaz de reduzir a proliferacéo celular em células de glioma de rato C6.
Além disso, 0 ensaio de MTT esta diretamente relacionado a atividade mitocondrial,
portanto ndo exclui a possibilidade de interferéncia da hipusina no metabolismo
energeético, hipétese que foi avaliada mais adiante no trabalho.

O potencial de células isoladas formarem colbnias € utilizada para avaliar a
capacidade clonogénica de células tumorais (FRANKEN; RODERMOND; STAP;
HAVEMAN et al., 2006). Estudos recentes tém utilizado o ensaio de formacéo de
colénias para avaliar o potencial de drogas anticancerigenas contra células de
glioblastoma (CHERNOV; FILATENKOVA; GLUSHAKOV; BUNTOVSKAYA et al.,
2022; SOWINSKA; SZELIGA, 2022). No nosso estudo, foi observado que a hipusina
tem um potente efeito na reducdo da capacidade clonogénica em células C6. No
tratamento com 2 mM de hipusina por sete dias, as células perderam
completamente a capacidade de formar colonias. Embora isso também possa
sugerir que ocorreu morte celular, quando visualizamos essas células sob
microscopia Optica, observamos a presenca de pequenas colbnias ou células
isoladas nos pocos tratados com hipusina. O método de coloragdo com cristal violeta
permite uma boa visualizacdo de colonias com pelo menos 50 ou mais células
(CROWLEY; CHRISTENSEN; WATERHOUSE, 2016), sendo assim, ndo seria
possivel visualizar células isoladas ou pequenas coldnias apos a coloracdo por este
método. Também foi testada a capacidade dessas células em restaurar a formacao

de colbnias apd6s a remocédo do tratamento com hipusina. Para isso, o meio de



76

cultura contendo hipusina foi substituido por um meio de cultura regular apds trés
dias de tratamento, e observou-se que a formacéo de coldnias foi restabelecida. No
entanto, o numero e o tamanho meédio das colbnias formadas ainda eram
significativamente menores do que as do tratamento controle. Sendo assim,
alteragbes bruscas ocorridas no inicio do tratamento provavelmente sao
responsaveis pelos efeitos observados ao final do protocolo experimental.

Por outro lado, conseguimos confirmar que o tratamento com hipusina nao
leva as células a apoptose. ApOGs o tratamento com a maior concentracdo de
hipusina e tempo de tratamento utilizados, nao foi observado um aumento
significativo na porcentagem de células com o DNA fragmentado e nem no contetdo
de proteinas pro-apoptéticas nestas células. Contudo, ainda se observou um
aumento no conteddo da proteina anti-apoptotica Mcl-1. Este aumento ocorreu sem
gue houvesse alteracdes no contetdo do transcrito do gene Mcl-1, o que sugere que
a hipusina pode causar alteracdes em mecanismos regulatérios traducionais ou pos-
traducionais que controlam a expressao dessa proteina. O aumento no conteudo
proteico de Mcl-1 é relatado na literatura como um mecanismo pelo qual células
tumorais se utilizam para sobreviver e conferir resisténcia a drogas quimioterapicas
(PLACZEK; WEI; KITADA; ZHAI et al., 2010; QUINN; DASH; AZAB; SARKAR et al.,
2011; WHITAKER; PLACZEK, 2020). Assim, nossos resultados mostram que,
embora o tratamento com hipusina possa reduzir significativamente a proliferacédo de
uma linhagem celular extremamente agressiva, o tratamento néo resulta em morte
celular.

Como a hipusina em sua forma livre se origina da degradagao de elF5A,
avaliamos se o tratamento com hipusina poderia regular sua expressdo génica,
conteudo proteico e hipusinacdo, considerando a possibilidade da existéncia de vias
auto regulatorias. A expressédo do gene elF5A e sua forma hipusinada podem ser
controladas por diversos compostos, incluindo horménios como a insulina (DE
PROENCA; PEREIRA; MENEGUELLO; TAMBORLIN et al., 2019) e triiodotironina
(T3) (GOULART-SILVA; TEIXEIRA; LUCHESSI; DOS SANTOS et al.,, 2012), e
compostos que inibem diretamente o processo de hipusinacdo como o GC7 (N1-
guanil-1,7-diamonheptano), ciclopirox, deferiprona e mimosina (BARBA-ALIAGA,
ALEPUZ, 2022; PARK; KAR; BANKA; ZIEGLER et al., 2022). Em nosso trabalho, foi
observado que o conteudo do transcrito Eif5a foi significativamente reduzido em

células de glioma de rato C6 apods o tratamento com 2 mM de hipusina por 24, 48 e
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72 horas. Isso sugere que a hipusina exdégena poderia sinalizar para as células que
h& um excesso de elF5A e, consequentemente, que esta proteina estaria sendo
muito degradada, devido ao seu turnover natural, o que é percebido devido a alta
concentracdo de hipusina nas células. Portanto, a alta disponibilidade de hipusina
nas células, simulada pelo tratamento, poderia reduzir a expressao do gene Eif5a
por meio de um feedback negativo. Apesar disso, ndo foram observadas diferencas
significativas no conteudo da proteina elF5A total ou hipusinada. Isso pode ter
ocorrido, pois sabe-se que o elF5A é uma proteina extremamente abundante nas
células e com meia-vida longa (GERNER; MAMONT; BERNHARDT; SIAT, 1986;
LEE; PARK; FOLK; DECK et al., 2011) e, além disso, que a presenca de insulina e
fatores de crescimento no soro fetal bovino do meio de cultura também dificultam a
avaliacdo de diferencas nos conteudos proteicos de elF5A total e hipusinada, como
ja relatado em outros estudos (DE PROENCA; PEREIRA; MENEGUELLO;
TAMBORLIN et al., 2019). Sendo assim, mesmo com pequenas alteracbes em seu
conteulido, o ensaio de immunoblotting ndo os detectaria.

Tendo em vista que o contetdo do transcrito do gene Eif5a foi reduzido apos
o tratamento com hipusina, isso poderia estar afetando o conteddo de elF5As
recém-sintetizadas. Existe a hipotese de que essas novas proteinas elF5As
poderiam desempenhar um papel de maior relevancia nas células, diferente das ja
existentes. Estudos demostram que a reducdo da atividade das novas elF5As,
utilizando moléculas inibidoras de sua hipusinacao, leva a supressao do processo de
traducdo e sintese proteica (DE PROENCA; PEREIRA; MENEGUELLO;
TAMBORLIN et al., 2019; MARTELLA; CATALANOTTO; TALORA; LA TEANA et al.,
2020; PARK; WOLFF, 2018), mostrando que as elF5As recém-sintetizadas séo
essenciais nesse processo. Dessa forma, no presente estudo, foi avaliado o perfil
global de sintese proteica apds o tratamento com hipusina pelo método de SUNSET,
baseado na incorporacdo de puromicina em peptideos recém-sintetizados
(SCHMIDT; CLAVARINO; CEPPI; PIERRE, 2009). Com isso, foi possivel observar
gue o perfil global de sintese proteica foi significativamente reduzido nas células
tratadas com hipusina. Assim, sugerimos que uma reducdo no conteudo de elF5As
recém-sintetizadas, possivelmente ndo detectavel por immunoblotting, poderia estar
afetando o processo de traducéo e/ou, até mesmo a alta concentragcdo de hipusina

nas células, poderia interferir na reacdo de hipusinacdo de elF5A.
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Além das moléculas inibidoras da hipusinagdo, que inibem a traducéo por
meio da reducdo da atividade de elF5A, ha moléculas, como a cicloheximida (CHX),
gue age diretamente como um potente inibidor da traducdo, acdo que afeta a
proliferacédo e leva a morte celular (SCHMIDT; CLAVARINO; CEPPI; PIERRE, 2009;
SCHNEIDER-POETSCH; JU; EYLER; DANG et al., 2010). O tratamento com baixas
concentracdes de CHX em células C6 foi capaz de induzir a parada do ciclo celular e
prejudicar a proliferacdo destas células (LIU; YANG; ZHANG; LIU et al., 2010). Em
nosso estudo, embora tenhamos observado uma reducao no perfil global de sintese
proteica ap0s o tratamento com hipusina, ndo foi possivel observar alteracfes
significativas na distribuicdo do ciclo celular nestas células, que indiguem um
bloqueio do ciclo celular. Deste modo, a reducéo no perfil global de sintese proteica
por si s6 pode ser um dos fatores responsaveis pela reducédo do crescimento celular
observado nessas células, comprometendo de uma forma geral a proliferacdo sem
causar danos na replicacdo do DNA durante a mitose.

A sintese de proteinas consome a maior parte dos recursos e da energia das
células, especialmente em células cancerigenas de crescimento rapido (LINDQVIST,;
TANDOC; TOPISIROVIC; FURIC, 2018), como € o caso das células C6 utilizadas
nesse estudo. Sendo assim, devido a diminuicdo no perfil global de sintese proteica
observada apés o tratamento com hipusina, decidimos avaliar alguns parametros do
metabolismo energético nestas células. Em nosso estudo, foi observado que o
tratamento com 2 mM de hipusina por 72 horas diminuiu significativamente a
respiracdo celular acoplada a fosforilagdo oxidativa em todos os parametros
avaliados. Além disso, as células tratadas com hipusina aumentaram a producéo de
lactato, indicando uma intensificacdo da via anaerébica para producdo de energia.
Um estudo recente, que utilizou tratamentos com acido metilmalénico (MMA), um
produto do catabolismo de aminoacidos e acidos graxos, demonstrou efeitos
semelhantes no comprometimento da respiracdo celular em cultura de células C6
(COSTA; SANTOS; ALBERTO-SILVA; CARRETTIERO et al.,, 2022). Os autores
ainda observaram um aumento na captagao de glicose, o qual foi considerado um
indicador de aumento da glicélise anaerdbia (COSTA; SANTOS; ALBERTO-SILVA,;
CARRETTIERO et al., 2022). Portanto, podemos sugerir que, em ambos os estudos,
0s tratamentos sdo capazes de modular o metabolismo energético dessas células,
alternando as vias para producéo de energia, a fim de manter o balanco energético e

garantir a sobrevivéncia celular.
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Varios processos podem induzir redu¢gdes no metabolismo celular, incluindo
disfuncéo mitocondrial e apoptose (AKBAR; ESSA; DARADKEH; ABDELMEGEED et
al., 2016). Deste modo, como foi demonstrado pelo nosso estudo que a hipusina nao
€ capaz de induzir a apoptose de maneira significativa, existe a possibilidade de que
o tratamento com hipusina possa estar causando um comprometimento da funcéo
mitocondrial. Essa hipotese é sustentada pelo fato de termos observado uma
reducdo no consumo de oxigénio associado a sintese de ATP (ATP-linked) nas
células tratadas com hipusina, o que pode indicar uma menor eficiéncia mitocondrial
(BRAND; NICHOLLS, 2011). Além disso, também foi observada uma reducgéo da
atividade metabdlica, evidenciada pela diminuicdo da conversdo do MTT pelas
enzimas mitocondriais e pela diminuicdo da taxa de consumo de oxigénio, além do
favorecimento da glicOlise anaerdbica, demonstrada pelo aumento da producao de
lactato. Todos esses dados em conjunto fortalecem a hipotese de um
comprometimento da funcdo mitocondrial apds o tratamento com hipusina. Apesar
disso, foi observado um aumento significativo na densidade mitocondrial (MTDR) e
no potencial de membrana (TMRM) nas células tratadas com hipusina, o que sugere
que a disfuncdo mitocondrial induzida pelo tratamento com hipusina resulta em um
aumento da densidade mitocondrial (biogénese) para compensar a ineficiéncia
oxidativa observada nestas células. Dessa forma, o aumento no potencial de
membrana mitocondrial observado estaria associado ao aumento do numero de
mitocdndrias e ndo a uma maior capacidade oxidativa das células.

Por fim, os efeitos antiproliferativos observados ap6s o tratamento com
hipusina em células C6 nos levaram a testar seus efeitos em combinagdo com uma
droga quimioterapica de escolha para o tratamento de gliomas. A temozolomida é o
medicamento quimioterapico mais utilizado para o tratamento do glioblastoma
multiforme (GBM), o tumor cerebral primario mais comum em humanos e com
prognéstico ruim da doenca (HERBENER; BURSTER, 2020). Os mecanismos de
resisténcia a temozolomida limitam sua aplicacdo e, desta forma, muitos esforgos
tém sido implicados nas buscas para reducdo de sua resisténcia (ORTIZ;
PERAZZOLI; CABEZA; JIMENEZ-LUNA et al., 2021). Em nosso estudo,
primeiramente testamos diferentes concentracdes de temozolomida pelo ensaio
MTT. Como resultado, foram observadas reducfes significativas na proliferagao
celular em todas as concentragcdes e tempos de tratamento testados, conforme

também ja descrito anteriormente por outros estudos (J; VANISREE, 2020; LI,
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LIANG; WANG; MAO et al.,, 2017; ZHANG; NI; WANG; FAN et al., 2018). Em
seguida, avaliamos se a hipusina seria capaz de sensibilizar as células C6 ao
tratamento com temozolomida. Assim, foi observado que a combinacdo de
diferentes concentracdes de temozolomida com 2 mM de hipusina foi capaz de
reduzir ainda mais a conversdo de MTT em formazan, comparada a utilizacdo da
mesma dose de temozolomida isoladamente. Além disso, utilizando metade de uma
dose de temozolomida concomitantemente com hipusina, observou-se uma reducéo
na conversdao do MTT nos mesmos niveis observados utilizando a dose inteira de
temozolomida isolado. Varios outros estudos descrevem a acao sinérgica de outros
compostos como, por exemplo, naringenina, formononetina e Buparlisib (BKM120)
em combinacdo com temozolomida em células C6 (J; VANISREE, 2020; LI; LIANG;
WANG; MAO et al., 2017; ZHANG; NI; WANG; FAN et al., 2018), mas nenhum outro
estudo demonstra a combinacdo de hipusina com temozolomida e também com
nenhuma outra molécula. Desta forma, nossos dados seguem na mesma direcéo de
outros estudos na busca pelo desenvolvimento de novas estratégias para reduzir a
resisténcia a temozolomida em células tumorais e, também, trazem novas
perspectivas em relacdo a possibilidade de aplicacdo da hipusina em abordagens

terapéuticas.
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6 CONCLUSAO

Em conclusdo, mostramos pela primeira vez, por meio de ensaios in vitro
conduzidos em células derivadas de glioma de rato (C6), que a hipusina livre
apresenta atividade biolégica. O tratamento com hipusina € capaz de reduzir
significativamente a proliferacdo celular e a capacidade clonogénica dessa linhagem
celular tumoral extremamente agressiva, sem levar essas células a apoptose.
Apesar da reducao na proliferacdo, o tratamento com hipusina ndo causa alteracdes
significativas no ciclo celular e ndo afeta o processo de migracdo dessas células. A
expressdo do gene Eif5a € significativamente reduzida apds o tratamento com
hipusina, possivelmente por meio de um feedback negativo, podendo assim reduzir
a atividade das proteinas elF5A recém-sintetizadas, o que poderia impactar no
processo de traducdo e sintese proteica. De fato, também se observa uma
diminuic&o significativa no perfil global de sintese proteica nas células tratadas com
hipusina. Além disso, vimos que o tratamento com hipusina também é capaz de
modular o metabolismo energético, reduzindo a capacidade oxidativa dessas células
e favorecendo a via anaerdbica para producdo de energia. O comprometimento da
via oxidativa pode se dar em decorréncia de uma disfuncionalidade mitocondrial
induzida pelo tratamento com hipusina.

Concluimos também que a hipusina em combinacdo com a temozolomida,
guimioterapico de escolha para o tratamento de glioblastoma humano, apresenta um
efeito antiproliferativo sinérgico nessas células. Além disso, foi visto que é possivel a
utilizacdo de metade da concentragcdo de temozolomida, quando utilizada em
combinacdo com a hipusina, para se obter o mesmo efeito da dose inteira de
temozolomida sozinho.

Por fim, este € o primeiro trabalho na literatura que demonstra evidéncia de
atividade biologica para a hipusina como um aminoacido livre e ndo como um
componente essencial para a atividade da proteina elF5A e, também, a sugerir um
potencial uso deste aminoacido em aplicagbes terapéuticas. Os mecanismos
moleculares que resultam nos efeitos observados ainda ndo estdo completamente
elucidados. Portanto, descobrir os alvos moleculares da hipusina sdo os proximos
passos para caracterizar completamente sua atividade biolégica como aminoacido

livre.
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Participacdo em cursos, eventos, projetos de extenséo, bancas examinadoras,

etc.:

Atuacao no Projeto de Extensao: “BIOTECacao: destinacédo sustentavel para livros”
realizado pelo Laboratério de Biotecnologia da Faculdade de Ciéncias Aplicadas -
UNICAMP com o apoio da Camara Municipal de Limeira no periodo de 20/07/2019 a
11/10/2019 com carga horéaria de 32 horas.

Curso: “Legislacdo e procedimentos para utilizagdo de animais de laboratério”
oferecido pelo Instituto de Biologia da Unicamp e pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais de Laboratério - CEUA/UNICAMP. Campinas, 27 de maio de 2019.

Treinamento tedrico/pratico de Bioanalyzer e TapeStation. (Carga horaria: 14h).
Realizado no Laboratério de Genémica no Centro de Exceléncia Agilent Technologies
nos dias 21 e 22 de agosto de 2019.

Treinamento tedrico/pratico de preparo de bibliotecas para NGS: RNAseq. (Carga
horaria: 16h). Promovido pela Agilent Technologies Brasil e realizado no IBTec da
UNESP de Botucatu nos dias 23 e 24 de julho de 20109.

Workshop Desafio Unicamp 2019 - Treinamento de Canvas. Realizado no Expo D.

Pedro em Campinas - SP no dia 18 de maio de 2019.

Participacdo no 6° Workshop Teorico-Préatico do INFABIC Explorando a Microscopia
Confocal e a Optica ndo Linear na Andlise de Materiais Biologicos. Realizado no
periodo de 22 a 26 de outubro de 2018.

Participacdo no Il Encontro dos Programas de Pods-graduacdo da Faculdade de
Ciéncias Aplicadas - UNICAMP. Realizado no dia 13 de setembro de 2018.

Curso de Extenséo universitaria em Microscopia eletrénica e ultraestrutura celular.
(Carga horéaria: 60h). Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho,
UNESP, Brasil. Realizado no periodo de 12 a 21 de marco de 2018.
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Programa Estagio Docente (PED) na disciplina de "Biologia Celular e Molecular" para
os cursos de graduacdo em Nutricdo e em Ciéncias do Esporte da Faculdade de
Ciéncias Aplicadas - FCA - UNICAMP no primeiro semestre de 2018. Carga horaria:

6 horas/semana.

Participacdo na avaliagdo dos trabalhos finais de conclusédo da disciplina Topicos
Avancados em Biologia Celular e Molecular (EN025) do Programa de Pds-graduacao
em Ciéncias da Nutricdo, do Esporte e Metabolismo (CNEM) da Faculdade de

Ciéncias Aplicadas - FCA - UNICAMP no primeiro semestre de 2018.



