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RESUMO

Uma variedade de agentes antitumorais é capaz de induzir danos no material
genético e estimular respostas como o bloqueio do ciclo celular, reparo do DNA ou
apoptose. A resposta inicial das células € o bloqueio no ciclo em uma tentativa de
reparar o dano, no entanto, se esse dano for muito extenso ou comprometer o
metabolismo celular, uma cascata de sinalizacdo aciona mecanismos alternativos que
inibem a proliferacao das células e acionam vias de morte.

Os astrocitomas malignos sao os tumores cerebrais mais comuns que afetam o
sistema nervoso central, compreendendo mais de 60% dos tumores cerebrais
primarios. O tratamento padrao é a radioterapia seguida de quimioterapia, no entanto,
0 prognéstico para pacientes portadores desse tipo de céncer ainda continua
desanimador. A cisplatina € um agente genotdxico largamente empregado no
tratamento de gliomas, além de outros tipos de cancer. Essa droga liga-se ao DNA,
formando aductos, os quais levam a um bloqueio na duplicacdo e na transcricao,
podendo induzir apoptose nas células dependendo da extenséo do dano.

No presente trabalho foram avaliadas as respostas celulares ao tratamento
com a cisplatina em linhagem de glioma (U343 MG-a) e em fibroblastos normais
transformados por SV40 (MRC-5). Foram avaliadas as respostas em termos de
sobrevivéncia celular, inducéo de apoptose e expressao génica em larga escala pela
técnica de micro-arranjos de cDNA, sendo esta ultima realizada somente para a
linhagem U343.

A cisplatina causou uma redugdo acentuada na sobrevivéncia das células
MRC-5 (~1%) e U343 (< 1%) apds cinco dias de tratamento (teste de sobrevivéncia
celular) com concentragcbes que variavam de 12,5 a 300 yM. O tratamento por 24 h
com iguais concentragdes de cisplatina reduziu a sobrevivéncia das linhagens em
cerca de 20-80% (teste de citotoxicidade). Ambas as linhagens sofreram apoptose
apo6s o tratamento com diversas concentragdes de cisplatina (12,5, 25 e 50 uM). A
linhagem U343 apresentou uma freqiéncia maxima de apoptose de 20,4% apods o
tratamento com 25 yM de cisplatina por 72 h, enquanto a linhagem MRC-5 apresentou
11,0% de apoptose apés 50 uM de cisplatina por 48 h.

Os dados de expressado génica analisados pelo método de micro-aranjos de
cDNA, obtidos 48 h apds o tratamento das células U343 com 25 uM de cisplatina,
mostraram genes significativamente (p <0,05) reprimidos relacionados principalmente
com alteragbes no citoesqueleto (TBCD, RHOA, LIMK2 e MARKT), apoptose ou
sobrevivéncia celular (BCL2-XL, ING1, RHOA, VDP, TIMP2, DYRK3 e NFKBIE),
invasao celular ou metastase (LIMK2, TIMP2 e CALU), reparo de DNA (SMC1L1) e
metabolismo celular (DYRK3, MARK1, TBCD, LIMK2, VDP e P4HB), entre outros



processos. Esses dados apontam para um sério comprometimento da maquinaria
celular como um todo apds os danos induzidos pela cisplatina. Embora o mecanismo
de apoptose justifique cerca de 20% da extensdo de morte celular, conforme foi
comprovado nos ensaios de apoptose (induzida por 25 uM de cisplatina), a maior
parte das células sdo eliminadas em consequiéncia da acdo da droga em varios niveis
do metabolismo e manutencdo da integridade celular, visto o elevado grau de

citotoxicidade da cisplatina, demonstrado nos testes de sobrevivéncia.

SUMMARY

A variety of antitumoral agents is capable of inducing DNA damage and eliciting
cell cycle arrest, DNA repair or apoptotic responses. The initial response is a cell cycle
arrest in an attempt to repair the DNA damage, but under conditions of extensive DNA
lesions and high drug cytotoxicity, a signaling cascade triggers alternative mechanisms
that inhibit cell proliferation and activate cell death pathways.

Astrocytomas are the most common neoplasm of the central nervous system,
comprising more than 60% of primary brain tumors. The standard treatment for theses
tumors are radiotherapy followed by chemotherapy, however, the prognostic for these
patients is still very discouraging. Cisplatin is an efficient DNA-damaging antitumor
agent employed for the treatment of various human cancers, including gliomas. This
drug binds to DNA, producing diverse types of adducts, which can block replication,
transcription, and lead to apoptosis induction.

In the present work, we analyzed cellular responses to treatments with the
anticancer agent cisplatin in MRC-5 (normal human fibroblasts SV40 transformed) and
U343 MG-a (glioma cell line). The responses were evaluated in terms of cell survival,
apoptosis induction and profiles of gene expression by the cDNA microarrays method
(only for U343 cell line).

Cisplatin treatment resulted in a pronounced reduction in MRC-5 cell survival (~
1%) and U343 (< 1%) after five days of treatment (cell survival test) with several
concentrations of cisplatin, ranging from 12.5 to 300 pyM. Following 24h of treatment
under similar cisplatin concentrations the survival was reduced at about 20-80%
(cytotoxicity test). Both cell lines underwent apoptosis after treatment with different
concentrations of cisplatin (12.5; 25 and 50 uM), but U343 cells presented a maximal
frequency of 20.4% apoptosis (25 pM cisplatin treatment for 72h), while MRC-5 cells
presented 11.0% (50 uM cisplatin treatment for 48h).

Analysis of gene expression performed for U343 cells treated with 25 uM
cisplatin for 48h showed several genes that were found significantly (p < 0,05) down-
regulated, most of them related with cytoskeleton alterations (TBCD, RHOA, LIMK2



and MARKT), apoptosis or cell survival (BCL2-XL, ING1, RHOA, VDP, TIMP2, DYRK3
and NFKBIE), cell invasion or metastasis (LIMK2, TIMP2 and CALU), DNA repair
(SMC1L1), and cell metabolism (DYRK3, MARK1, TBCD, LIMK2, VDP and P4HB),
among others. As a whole, these data demonstrate a serious commitment of the cell
machinery after cisplatin-induced cellular damage. About 20% of the cell death
corresponds to apoptosis, as was showed by the present assays. However, most of the
cells are eliminated by the action of the drug in various levels of the metabolism and
maintenance of cell integrity, due to the elevated degree of cisplatin citotoxicity, as

demonstrated in cell survival tests.



INTRODUGAO

O ciclo celular é tipicamente dividido em quatro fases. Os periodos associados
com a duplicacdo do DNA (fase S) e mitose (fase M) sdo separados por intervalos de
duracéo variada, chamados G1 e G2, respectivamente. A progressado das células no
ciclo € mediada por uma classe de proteinas regulatérias conhecidas como proteinas
quinases dependente de ciclina (Cdks), que sdo compostas de uma subunidade
catalitica sem atividade intrinseca e uma subunidade regulatdria que se liga a ciclina.
Os complexos ciclina/Cdks constituem assim os principais reguladores do ciclo celular,
com cada complexo controlando uma transicdo especifica entre as fases
subsequentes do ciclo (Hengstschlager et al., 1999; Smits e Medema, 2001).

O controle do ciclo celular, denominado checkpoint, representa um mecanismo
de “vigilancia” cujo papel chave é o de evitar o acumulo de erros genéticos durante as
divisdes celulares, dessa forma protegendo a integridade genOmica das células
(Bartek et al., 1999). Para garantir a fidelidade da duplicacdo, os checkpoints
desempenham pelo menos quatro tarefas: induzem rapidamente um retardo no ciclo
celular; ajudam a ativar o reparo do DNA; mantém o ciclo celular bloqueado até que o
reparo seja completado e reiniciam a progressao do ciclo (Bartek e Lukas, 2001).

O controle negativo na progressdo do ciclo celular é exercido durante o
desenvolvimento, diferenciacado, senescéncia e morte das células, podendo apresentar
uma importante fungdo em impedir a tumorigénese. Em muitos casos, o bloqueio da
proliferacao celular é requerido em circunstancias nas quais a integridade do genoma
foi comprometida, sendo que uma falha nesse mecanismo poderia perpetuar células
com genomas altamente instaveis, as quais poderiam evoluir para um fenétipo maligno
(Hartwell e Kastan, 1994). Assim, falhas nos mecanismos de controle do ciclo levam
ao acumulo de mutagdes e aberragcdes cromossdmicas, 0 que conseqlentemente
aumenta a probabilidade de malformacdes durante o desenvolvimento e doencas
somaticas, incluindo-se o cancer (Bartek e Lukas, 2001).

As células cancerosas diferem das células normais em muitas caracteristicas
como perda de diferenciacdo, aumento da capacidade de invasdo e diminuicdo da
sensibilidade a drogas. Alteragdes cromossOmicas, tais como perda ou ganho de
cromossomos inteiros, mudangas na ploidia, além de uma variedade de aberragdes
cromossOmicas e estruturais, também sdo eventos comuns em células cancerosas
(Hartwell e Kastan, 1994).

Os tumores do sistema nervoso central incluem um numero de neoplasmas
Unicos e de tratamento freqlientemente dificil (Ranuncolo et al., 2004). Os tumores
cerebrais contribuem com aproximadamente 2% dos casos de mortalidade por cancer
em homens e 1,4% da mortalidade em mulheres e, entre a faixa etaria de 15 a 34



anos, eles sao considerados a terceira causa mais comum de morte devida ao cancer
(Osborne et al., 2001). A incidéncia de tumores cerebrais geralmente tende a ser
maior em paises desenvolvidos. Na Europa ocidental, América do Norte e Australia, ha
aproximadamente 6-11 novos casos de tumores intracraniais primarios por 100.000
pessoas por ano em homens e 4-11 novos casos em mulheres (Figura 1) (Ohgaki,
2005).
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Figura 1. Taxas de mortalidade e incidéncia global de tumores do sistema nervoso
central, ajustada para a populagao padrdo mundial (todas as idades; por 100.000
pessoas por ano). As taxas tendem a ser mais altas em paises altamente
desenvolvidos. De acordo com Ohgaki (2005).

Os gliomas malignos sdo agressivos, altamente invasivos e neurologicamente
destrutivos, sendo considerados os mais fatais entre as neoplasias humanas (Maher et
al., 2001). O tratamento padréao para esses tumores consiste em cirurgia seguida por
radioterapia. Os gliomas malignos sdo muito dificeis de serem erradicados devido a
capacidade de se infiltrarem difusamente no parénquima cerebral normal, sendo que a
morbidade e mortalidade pos-cirdrgica sédo altas. A radioterapia apos a cirurgia
acrescenta cerca de 4 a 5 meses a média de sobrevivéncia dos pacientes. Quando

usada como terapia adjuvante apdés a cirurgia e a radioterapia, a quimioterapia



prolonga o tempo de progressdao da doenga e a média de sobrevivéncia, embora
muitas drogas quimioterapicas nao induzam respostas satisfatérias nesses casos
(Brandes et al., 2000; Gaya et al., 2002).

O atual critério usado pela Organizacao Mundial de Saude para classificar os
gliomas astrociticos baseia-se na presenca de um nucleo atipico, mitoses, proliferacao
endotelial e necrose, sem enfatizar, no entanto, qualquer caracteristica em particular.
De acordo com esse sistema, astrocitomas com uma dessas caracteristicas sao
classificados em astrocitoma de baixo grau (grau Il); aqueles com duas caracteristicas
sdo considerados astrocitomas anaplasicos (grau lll) e aqueles com trés ou quatro
caracteristicas sdo chamados de glioblastoma multiforme (grau IV); o grau | é
reservado para variantes histologicas especiais de astrocitomas com excelente
prognostico (Smith e Jenkins, 2000; Ranuncolo et al., 2004).

Esses tumores também podem ser separados em duas categorias principais:
(@) o grupo de tumores difusamente infiltrantes mais comuns (astrocitoma difuso,
astrocitoma anaplasico e glioblastoma) e (b) o grupo de neoplasmas astrociticos
menos comuns (astrocitoma pilocitico e xantoastrocitoma pleomarfico). Tumores do
ultimo grupo tipicamente ocorrem em criangas e adultos jovens, crescem lentamente,
possuem um potencial limitado para progressdo maligna e podem ser curados pela
remogao cirdrgica na maioria dos pacientes. Em contraste, os tumores astrociticos
difusamente infiltrantes preferencialmente se manifestam em adultos, possuem uma
tendéncia para recorréncia local e progressdo maligna e geralmente ndo podem ser
curados por cirurgia, radioterapia e/ou quimioterapia (Reifenberger e Collins, 2004).

As diferengas nas caracteristicas genéticas e quanto ao comportamento clinico
sdo também refletidas em distintos padroes de aberragbes genéticas. As
caracteristicas histologicas s&o importantes, pois a classificacdo e graduacao dos
tumores astrociticos, as quais s&o as principais determinantes do tratamento e
prognostico dos pacientes, sdo ainda baseadas primariamente em uma avaliagao
completa de caracteristicas histologicas e ndo somente em pardmetros moleculares
(Reifenberger e Collins, 2004).

Os astrocitomas malignos sao os tumores cerebrais mais comuns que afetam o
sistema nervoso central, compreendendo mais de 60% dos tumores cerebrais
primarios (lwadate et al., 1996; Kunwar et al., 2001; Huang et al., 2002). E provavel
que estes se desenvolvam como resultado de um acumulo de alteragdes genéticas
especificas que promovem a proliferacdo e transformagdo maligna dos astrocitos
(Huang et al., 2002). A mutacdo no gene TP53 esta entre os primeiros e mais
freqientes eventos no desenvolvimento de glioma astrocitico, ocorrendo em
aproximadamente 40% de astrocitomas de baixo grau e astrocitomas anaplasicos
(Smith e Jenkins, 2000).



Muitas alteragdes genéticas comuns ao nivel cromossdmico foram identificadas
em tumores obtidos de casos de glioma esporadico: perda dos cromossomos 17p
(incluindo o TP53), 13q, 9p, 19, 10, 22q e amplificagdes dos cromossomos 7 e 12q.
Essas alteragbes levam a mudancgas na expressao de diversos genes: IFN; PTEN;
DCC; EGFR; PDGFR; MDM2; GLI; CDK4 e SAS (Osborne et al., 2001).

Os tumores cerebrais frequentemente mostram uma ativacdo de vias
relacionadas a fatores de crescimento que contribuem para a agressividade destes
tumores. Moléculas de sinalizagao envolvidas na gliomagénese incluem o receptor do
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFR), receptor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR) e RAS. A maioria dos gliomas, tanto de baixo quanto de alto grau,
apresentam uma expressido anormal de PDGF e PDGFR como um evento inicial na
tumorigénese, o que promove a estimulagdo da angiogénese e migracao e a inducéo
de proliferacado das células epiteliais. A super-expressao, amplificagdo e ativagdo de
mutacdes do EGFR ocorrem em 40-50% dos glioblastoma multiforme, levando a uma
cascata downstream que envolve a ativacdo do gene RAS (Lonardi et al., 2005)
(Figura 2).
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Figura 2: Representagdo esquematica das aberragcbes cromossOmicas e genéticas
tipicas associadas aos gliomas astrociticos. Modificado de Reifenberger e Collins
(2004).



Outra molécula envolvida no desenvolvimento e progressao de gliomas é a
p16INK4a, codificada pelo gene supressor de tumor CDKN2A. Esse gene encontra-se
mutado em uma grande porcentagem dos astrocitomas (Konopka e Bonni, 2003;
Ohgaki, 2005). O produto do gene CDKN2A é capaz de regular o checkpoint G1/S por
inibir o complexo Cdk4-ciclina D1 e entdo impedindo a fosforilagdo da proteina RB

(retinoblastoma) (Ranuncolo et al., 2004).

Apoptose

A integridade do DNA gendmico esta constantemente sob ameaca, mesmo em
células perfeitamente saudaveis. Os danos no DNA podem resultar da acdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) ou de erros estocasticos na duplicagdo ou
recombinagdo, bem como de genotoxinas ambientais ou terapéuticas. Enquanto os
organismos unicelulares respondem a presenca de lesbes no DNA ativando
mecanismos de checkpoints e reparo, os organismos multicelulares tém a
possibilidade adicional (ou alternativa) de eliminar as células danificadas por meio da
ativacao de mecanismos de morte celular programada (Norbury e Zhivotovsky, 2004).

A morte celular esta envolvida no ciclo normal de desenvolvimento e maturagao
das células, sendo componente de muitas respostas dos tecidos vivos a agentes
xenobidticos (por exemplo, agentes quimicos) e a modulagdes endbégenas, como
inflamacao e disturbios com o suprimento sanguineo, também apresentando um papel
fundamental no desenvolvimento, prevencao e terapia do cancer (Kanduc et al., 2002).

O termo apoptose, definido como um tipo controlado de morte celular que pode
ser induzida por uma variedade de agentes, foi primeiramente introduzido por Kerr et
al. (1972). A apoptose é uma forma tipica de morte celular programada que
desempenha um importante papel durante o desenvolvimento, a homeostase e em
muitas doengas, como o cancer, AIDS e desordens neurodegenerativas. As
caracteristicas da apoptose compreendem a condensacido e fragmentacdo da
cromatina, acompanhadas pela compactacdo das organelas celulares, dilatagdo do
reticulo endoplasmatico e uma reducédo no volume celular. Esse processo resulta na
formacéo dos corpos apoptéticos que rapidamente s&do fagocitados e digeridos por
macrofagos ou pelas células vizinhas (Bohm e Schild, 2003). Durante os estagios
iniciais da apoptose, a assimetria fosfolipidica da membrana celular é alterada,
resultando no deslocamento da fosfatidil-serina para a superficie celular. Durante a
apoptose, o DNA é cortado por endonucleases em sitios entre os nucleossomos
(fragmentagdo inter-nucleossdbmica), gerando varios multimeros de unidades

nucleossomais de DNA (Ziegler e Groscurth, 2004).
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A manutencao do balanco entre proliferacao e morte celular é de fundamental
importancia para a fungéo celular normal, e uma perturbagao neste balango é a causa
primaria de tumores (Johnstone et al., 2002). Durante o desenvolvimento, as células
normais sofrem diferenciacdo terminal e finalmente morrem por apoptose. Em
contraste, as células tumorais falham em completar a diferenciacdo ou readquirem a
capacidade para reverter o programa de diferenciagdo e entrar novamente no ciclo
celular. Desta maneira as células tumorais escapam da apoptose e podem sobreviver
em um ambiente hostil sob condigbes nas quais fatores de crescimento e oxigénio sao
limitados. O desenvolvimento do tumor também ¢é facilitado por defeitos no programa
apoptotico, tais como ativacdo de fatores anti-apoptéticos e/ou inativagcao de fatores
que promovem a sobrevivéncia celular. Defeitos no programa de morte e mecanismos
anti-apoptoticos podem render as células vantagens de crescimento seletivo que
favorecem tumores mais agressivos e resistentes a quimioterapia (Persengiev e
Green, 2003).

Alteragdes nos mecanismos que levam a apoptose permitem que as células
neoplasicas vivam além de seu tempo de vida normal, acumulando mutacbes
genéticas, mantendo o crescimento sob condi¢cdes de hipoxia e estresse oxidativo e
promovendo angiogénese tumoral (Yu e Zhang, 2004). Portanto, torna-se claro que a
resisténcia celular aos sinais apoptoticos constitui um passo importante no processo
de carcinogénese. Além disso, defeitos na apoptose afetam o resultado da terapia,
desde que alguns agentes usados no tratamento do cancer, tais como a cisplatina e a
radiacdo ionizante, utilizam vias apoptdticas para a inducdo de morte nas células
(Johnstone et al., 2002; Al-Mohanna et al., 2004), pelo menos parcialmente.

Um outro tipo de morte celular € a necrose, que difere do processo de
apoptose pelo fato de que as células incham e se rompem, liberando o material
citoplasmatico e atraindo linfécitos, o que freqlientemente desenvolve uma resposta
inflamatéria. Sabe-se que o processo de necrose é causado por injuria resultando na
morte de grupos de células em um tecido, contrastando com a apoptose que resulta
em morte de células individuais (Zimmermann e Green, 2001); (Ziegler e Groscurth,
2004).

Embora a compreensio das vias de sinalizagdo que acionam a apoptose seja
incompleta, este processo é controlado por um numero de proteinas complexas, as
quais sao ativadas por varios alvos e arranjadas em moddulos de sinalizagéo
sequencial. A apoptose ocorre por meio de duas vias principais. A primeira, referida
como via extrinseca ou citoplasmatica, é acionada através do receptor de morte Fas,
um membro da superfamilia do receptor do fator de necrose tumoral. A segunda é a
via intrinseca ou mitocondrial que, quando estimulada, leva a liberagdo do citocromo c

da mitocdndria e ativagéo do sinal de morte. A via intrinseca € acionada por varios
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estresses extra e intracelular, tais como supressao de fatores de crescimento, hipoxia
e danos no DNA. Os sinais que sao transduzidos em resposta a esses estresses
convergem principalmente para a mitocondria. Uma série de eventos bioquimicos é
induzida resultando na permeabilizagdo da membrana mitocondrial externa, a
liberacdo do citocromo c e outras moléculas pré-apoptéticas, como SMAC/DIABLO, a
formagéao de um apoptossomo (um grande complexo protéico que contem citocromo c,
fator ativador de protases apoptéticas (APAF1) e caspase 9) e ativacdo de outras
caspases (Okada e Mak, 2004; Bohm e Schild, 2003; Ghobrial et al., 2005).

A via final que leva a execucao do sinal de morte é a ativagdo de uma série de
caspases. Tanto a via intrinseca quanto a extrinseca convergem para a ativagéo da
caspase 3. As caspases downstream induzem a clivagem de proteinas quinase,
proteinas do citoesqueleto, proteinas de reparo do DNA e subunidades de
endonucleases inibitérias. As caspases também afetam a estrutura do citoesqueleto,
regulagcado do ciclo celular e vias de sinalizagdo, que por fim levam a manifestagéao
morfolégica da apoptose, tais como a condensacdo, a fragmentacdo do DNA e
vesiculagdo da membrana (Ghobrial et al., 2005).

Um dos mais importantes reguladores da via intrinseca é a familia de proteinas
BCL-2, a qual inclui membros pré-apoptoticos (BAX, BAK, BAD, BCL-XS, BID, BIK,
BIM e HRK) e anti-apoptéticos (BCL-2, BCL-XL, BCL-W, BFL1 e MCL-1). Os membros
anti-apoptoéticos agem como repressores da apoptose, bloqueando a liberagdo de
citocromo ¢ , enquanto os membros pro-apoptoticos atuam como promotores. Esses
efeitos parecem ser dependentes do balanco entre BCL-2 e BAX, e nao devidos ao
BCL-2 apenas (Ghobrial et al., 2005).

Agente antitumoral Cisplatina

O potencial de compostos de platina como agentes antitumorais foi
primeiramente reconhecido apds a demonstragdo da sua capacidade de inibigdo da
divisdo bacteriana. Investigagbes subsequentes identificaram a cisplatina como
composto ativo e uma década de estudos clinicos levaram a sua aprovagao pelo FDA
(Food and Drug Administration) em 1978 (revisado em Cohen e Lippard, 2001).

A cis-diclorodiaminoplatina (CDDP) ou cisplatina é um agente genotdxico
largamente empregado no tratamento do cancer. A quimioterapia baseada em
cisplatina mostrou-se efetiva contra cancer de testiculo, ovario, eséfago, carcinoma de
bexiga, mama, cabeca, pescogo e pulmao (Kartalou e Essigmann, 2001; Chaney et al.,
2004; Brabec e Kasparkova, 2005; Kim et al., 2005; Wang e Lippard, 2005) sendo
também utilizada para o tratamento de gliomas (Poppenborg et al., 1999; Diaz et al.,
2005). Essa droga liga-se ao DNA, formando aductos intra e intercadeias, o que causa
alteragdes na topologia do duplex de DNA e atrai grupos de alta mobilidade e outras
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proteinas (Jordan e Carmo-Fonseca, 2000). O DNA ¢é o alvo principal da cisplatina,
muito embora somente 1% da cisplatina intracelular reaja com o DNA nuclear (Mandic
et al., 2003; Wang e Lippard, 2005).

O mecanismo pelo qual a cisplatina alcanga o interior das células ndo é bem
conhecido. O composto é uma molécula polar e nido atravessa a membrana
facilmente. Foi proposto que aproximadamente 50% da taxa inicial de entrada da
droga na célula seja devido a difusdo passiva através da membrana celular e que 50%
de droga remanescente resulta da difusdo facilitada por meio de um canal na
membrana celular (Sedletska et al., 2005).

A cisplatina forma uma variedade de aductos no DNA, sendo o mais
predominante (>90%) o crosslink 1,2-intracadeia. Neste aducto, o atomo de platina
esta ligado covalentemente a posicdo N7 das bases purinas adjacentes (Zamble e
Lippard, 1995; Wozniak e Blasiak, 2002; Fuertes et al., 2003) (Figura 3).

1, 2-GpG intrastrand 1, 2-ApG intrastrand
crosslink crosslink

H3N NHz H3N NH3
\/ \/
Pt Pt

/\ /\
XN 7 cscecccl;GTcl:“ﬁCGAGmm\_ P s W 3
L | Pt e 3 1;Z'l:;Gintl_erstrand ‘ .. { i
“NH3 crosslink [

QRS N\ . ccGGCCAGTGCTCAAG: s QWS
\
Pt
/\
H3N NH3

1, 3-GpNpG intrastrand
crosslink

Figura 3: Representacdo esquematica dos tipos de aductos de cisplatina-DNA. Os
aductos 1,2-d(GpG) e d(ApG) intracadeia sdo os principais crosslinks causados pela
cisplatina (85-90% das lesbes totais). Em menor frequéncia esta o crosslink 1,3-
d(GpNpG) intracadeia. De acordo com Torigoe et al., 2005.

O alvo para os compostos antitumorais de platina é o DNA, ao qual eles se
ligam eficientemente formando uma variedade de aductos, os quais bloqueiam a
duplicagado e a transcricdo e induzem morte celular. A natureza dos aductos afeta um
numero de vias de transducdo e induzem a apoptose ou necrose nas células tumorais
(Fuertes et al., 2003). Juntamente aos fatores que n&do operam diretamente ao nivel
dos aductos no DNA, estes tém um importante papel na atividade biolégica dos
complexos de platina, incluindo-se a sua citotoxicidade e processos relacionados a

resisténcia das células tumorais (Brabec e Kasparkova, 2005). O tratamento com a
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cisplatina induz n&do somente estresses que causam danos no DNA, mas também
estresse oxidativo e no reticulo endoplasmatico (Torigoe et al., 2005).

O uso clinico da cisplatina esta limitado pelo seu efeito téxico e pelo
desenvolvimento de resisténcia (Sedletska et al., 2005; Wang e Lippard, 2005). Existem
muitos mecanismos envolvidos na resisténcia a cisplatina, como a absorcao reduzida da
droga, aumento dos niveis celulares de tiol/folato e aumento da taxa de reparo do DNA,
assim como elevagcao do conteudo da glutationa ou da atividade da glutationa-S-
transferase, elevagao da metalotioneina e variagdo nas atividades de reparo de DNA.
Esses mecanismos celulares contribuem para modular a interacdo droga-alvo e a
sensibilidade a droga (Sedletska et al., 2005).

O reparo do DNA é considerado um importante mecanismo de resisténcia para a
quimioterapia baseada em cisplatina. O reparo por excisao de nucleotideos (NER:
nucleotide excision repair) € uma via vital na remogao dos aductos cisplatina-DNA e no
reparo do dano no DNA e, dessa forma, esse sistema de reparo constitui o principal
mecanismo de defesa celular contra os efeitos toxicos da cisplatina e um dos principais
fatores que contribuem para a resisténcia tumoral a droga (Brabec e Kasparkova, 2005,
Torigoe et al., 2005). Defeitos celulares no NER resultaram em hipersensibilidade a
cisplatina (Cohen e Lippard, 2001; Siddik, 2003), sendo relatado que proteinas
relacionadas ao NER, como ERCC1 e XPA, foram super-expressadas em tumores de
ovario resistente a cisplatina (Torigoe et al., 2005).

Em células humanas, o NER envolve o reconhecimento do dano pela XPA em
complexo com a proteina RPA e a excisdo da lesdo ocorre por agado de endonucleases
especificas, XPG no sitio 3’ da lesdo e ERCC1/XPF no sitio 5. O gap resultante é
preenchido por uma maquinaria de sintese consistindo de PCNA, fator de replicagao
C, RPA, DNA polimerase d/e e DNA ligase | (Wozniak e Blasiak, 2002; Christmann et
al., 2003; Tremeau-Bravard et al., 2004). O NER consiste em dois sub-mecanismos
sobrepostos: reparo genémico global (GGR), que é capaz de reparar lesdes na fita
nao transcrita de genes ativos e no genoma nao transcrito, e reparo acoplado a
transcricao (TCR). Este remove lesdes que bloqueiam a transcricao (Hanawalt, 2001;
Tremeau-Bravard et al., 2004). Furuta et al. (2002) demonstraram a importancia do
TCR para a resposta celular aos danos causados pela cisplatina, os quais
representam um forte impedimento para a progressdo da RNA polimerase |I.

Ha evidéncias de que mecanismos celulares adicionais de reparo podem afetar a
eficacia antitumoral da cisplatina (Beljanski et al., 2004). O reparo homdlogo (HR) e
sintese translesao (TLS) proporcionam rotas pelas quais as células podem continuar a
duplicacdo, a despeito da presenca de aductos bloqueando a forquilha de duplicacao
(Doetsch et al.,, 2001). HR e TLS sao frequentemente considerados como vias de
tolerancia, pois permitem as células completarem a duplicagdo e a mitose ao custo de

mutacdes e freqliéncias de recombinagdo aumentadas.
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Sabe-se que a agdo genotoxica da cisplatina requer também a atividade de
reparo do DNA tipo mismatch, um sistema de reparo pds-duplicacdo que corrige
nucleotideos nao pareados ou pareados de forma errada (Yamada et al., 1997; Jordan e
Carmo-Fonseca, 2000). O papel primario do MMR (mismatch repair) é a corregao de
erros gerados na duplicacdo do DNA, supressdo da recombinacgdo, interacdo com
outros sistemas de reparo, regulacao dos checkpoints e apoptose. O status do MMR de
uma célula pode influenciar a sua resposta a uma grande variedade de agentes
quimioterapicos. Recentes observacbes suportam a visdo de que o MMR media a
citotoxicidade da cisplatina em células tumorais e que a disfungao deste tipo de reparo
pode resultar na resisténcia ou tolerancia a cisplatina (Papouli et al., 2004). A ligagao do
complexo MMR aos aductos de cisplatina parece aumentar a citotoxicidade desses
aductos, tanto por ativar vias de sinalizagdo downstream que levam a apoptose ou por
causar um ciclo de tentativas frustadas de reparo durante a sintese translesdo dos
aductos cisplatina-DNA (Brabec e Kasparkova, 2005).

Foi descoberto que proteinas do dominio HMG (high mobility group) poderiam se
ligar com alta afinidade ao crosslink 1,2 intracadeia e que este reconhecimento do dano
por parte das proteinas HMG poderia provovar um efeito observavel nas células
tratadas com a cisplatina e, portanto, essas proteinas poderiam mediar a genotoxicidade
dessa droga (revisado em Cohen e Lippard, 2001). Uma outra possivel via pela qual a
cisplatina poderia causar genotoxicidade € por meio do repair shielding. Os aductos de
cisplatina sdo removidos primariamente por enzimas do sistema de reparo por excisao
de nucleotideos (NER). Quando as proteinas do dominio HMG, como HMG1, se ligam
as lesbes causadas pela cisplatina, o NER pode ser bloqueado, permitindo a
persisténcia do dano. Os aductos cisplatina-DNA resultantes bloqueiam a duplicagao e
transcricao (Cohen e Lippard, 2001).

Outro mecanismo pelo qual a cisplatina pode danificar as células é por meio do
sequestro de fatores nucleares essenciais para as fungdes celulares. A ligagao de tais
fatores ao DNA modificado pela cisplatina desvia os mesmos de seus sitios naturais,
impedindo essas proteinas de realizarem as suas fungdes criticas (Cohen e Lippard,
2001; Chaney et al., 2004).

Apesar de todas essas informagdes a respeito dos mecanismos de acao da
cisplatina, os mecanismos de processamento das lesdes induzidas pela droga
(envolvendo principalmente o controle do ciclo celular, indugdo de apoptose e reparo do
DNA) ainda ndo sao compreendidos, sendo importante a elucidagdo destes, visando
obter dados que sejam relevantes no sentido de tornar as estratégias terapéuticas mais

eficientes.
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OBJETIVOS

Os objetivos gerais do presente trabalho consistem em avaliar as repostas
celulares aos tratamentos com o agente antitumoral cisplatina em células de glioma.
Tais respostas podem ser analisadas em termos de sobrevivéncia celular, indugéo de
apoptose e expressao génica em larga escala, utilizando-se a técnica de micro-
arranjos de cDNA.

Os objetivos especificos sao:
1- Realizar testes de citotoxicidade e sobrevivécia celular apés o tratamento das
linhagens U343 MG-a (glioma) e MRC-5 (fibroblastos humanos normais transformados
por SV40) com concentragdes variadas de cisplatina (12,5 a 300 uM).

2- Estudar a indugao de apoptose pela cisplatina nas linhagens MRC-5 e U343 MG-a.

3- Analisar os perfis de expressao génica em larga escala apresentados pela linhagem
U343 MG-a apés o tratamento com a cisplatina.
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MATERIAL E METODOS
Sistemas celulares

Foram utilizadas no presente trabalho as seguintes linhagens celulares:

Linhagem de fibroblastos humanos transformados por SV-40: MRC-5 (células
normais), cedida pelo Prof. Dr. Carlos Frederico Martins Menck (ICB-USP, Sao Paulo,
SP).

Linhagem de astrocitoma maligno: U343 MG-a gentilmente cedida pelo Prof. James T.
Rutka (The Arthur and Sonia Labatt Brain Tumour Research Centre, Canada) e
repassada pelo Prof. Dr. Carlos Gilberto Carlotti Junior (Departamento de Cirurgia e
Anatomia do Hospital das Clinicas-FMRP-USP).

Agente antitumoral

Cisdiclorodiaminoplatina (Sigma)
A cisplatina, um agente alquilante com atividade antineoplasica, apresenta a
seguinte formula molecular: Pt(NH3)2 CI2.

Cultivo celular

As linhagens celulares foram estocadas em nitrogénio liquido (-195 °C) em
aliquotas de 1x10° células/ml em uma solugéo de congelamento (50% meio de cultura,
40% soro bovino fetal e 10% DMSO). Para a realizagéo dos experimentos, as células
foram descongeladas e cultivadas em monocamada, em frascos de cultura de 25 cm?
(Corning) com 10 ml de meio de cultura (DEM + F10 - Sigma) suplementado com 15%
de soro bovino fetal (Cultilab) e incubadas em estufa a 37°C e 5% CO2, até atingirem

o estado de confluéncia (~ 5x10 ° células) quando necessitam de sub-cultivo.
Tratamento com o antitumoral cisplatina

Todos os experimentos para o presente trabalho foram realizados com as
células cultivadas entre a quinta e a décima passagem apdés o descongelamento das
mesmas.

O tratamento com a cisplatina foi realizado da seguinte maneira: primeiramente
as células sofreram sub-cultivo, sendo semeadas em varios frascos de -cultivo
(Corning) para o tratamento. Aproximadamente 24 h apéds, essas células foram
tratadas com a cisplatina (previamente diluida em agua destilada estéril) sendo que a
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droga permaneceu no meio de cultura até a colheita. As culturas, mantidas em estufa
a 37°C, foram colhidas em tempos variaveis apds o tratamento (24, 48 e 72 h), sendo
posteriormente processadas as andlises de sobrevivéncia e morte celular (apoptose).
Para a andlise da expressdo génica, as células foram colhidas apds 48 h de

tratamento com a cisplatina.

Teste de citotoxicidade e sobrevivéncia celular

Para a realizacdo destes experimentos foi utilizado o Cell Proliferation Kit Il
(XTT) da Roche. O principio da técnica € baseado na clivagem do sal amarelo
tetrazolium XTT pelas células metabolicamente ativas formando um corante formazam
alaranjado. Dessa forma, essa conversdo somente ocorre nas células viaveis.
Portanto, esse experimento tem a finalidade de determinar a quantidade de células
sobreviventes apds o tratamento com varias concentragdes de cisplatina.

As células foram semeadas em placas de cultura de 12 pocos (Corning). O
tratamento com as diversas concentragbes de cisplatina (12,5; 25; 50; 75; 150 e 300
MM) foi realizado 24 h apds essa semeadura. Foram semeadas quantidades diferentes
de células de acordo com o tipo de teste a ser realizado.

Para o teste de citotoxicidade, apds o tratamento com a cisplatina, as células
foram incubadas com o Kit XTT por no minimo 45 minutos. Apds esse periodo de
incubacao, a solugao de formazam alaranjado é formada, a qual é quantificada no
espectrofotdmetro (Amersham). O resultado da absorbancia, medida em 492 e 690
nm, é proporcional ao numero de células viaveis na amostra.

No caso do teste de sobrevivéncia celular, as células previamente tratadas com
a cisplatina foram incubadas em estufa a 37 °C durante cinco dias. Apods esse periodo,
procedeu-se a incubagdo com o Kit XTT da mesma maneira relatada para o teste de
citotoxicidade.

Deteccao morfolégica de células apoptéticas empregando diferentes

corantes

As células apoptoticas foram reconhecidas pela aparicao de cromatina nuclear
condensada e nucleo fragmentado. Para a visualizagdo dessas caracteristicas nas
células apoptéticas, trés corantes fluorescentes foram empregados: o Hoechst 33342,
lodeto de propideo (PI) e Diacetato de fluoresceina (DAF) (Sigma). Hoechst 33342 &
um corante fluorescente usado para corar DNA em células viaveis. Devido ao fato de
que o Pl pode somente penetrar em células com uma membrana celular rompida, este
agente pode ser utilizado como um corante de DNA e concomitantemente para

determinar a integridade da membrana celular. DAF ¢ utilizado como um marcador da
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viabilidade celular, e ele se acumulara no citoplasma das células que possuem uma
membrana intacta.

As células, previamente tripsinizadas, centrifugadas a 1000 rpm por 5 minutos
e ressuspendidas em meio de cultura foram simultaneamente incubadas com Hoechst
33342 (10 ul), PI (25 ul) e DAF (50 ul) por 5 minutos a 37° C e visualizadas com
microscopio de fluorescéncia (Carl Zeiss) equipado com filtro triplo para DAPI, FITC e
Rodamina. Foram analisadas 500 células por Iamina sendo discriminadas as células
normais, apoptéticas e necroticas que apresentaram coloracdo diferenciada,
permitindo uma facil identificacdo. Os critérios adotados foram:
1) Células normais: nucleo integro, corado em azul e citoplasma verde;
2) Células apoptoticas: nucleo azul com corpos apoptoticos e citoplasma verde;
3) Células necroticas: nucleo vermelho integro, esférico ou em vesiculas, e citoplasma
vermelho.

As concentragdes de cisplatina utilizadas para este ensaio foram 12,5, 25 e 50
MM e as células foram colhidas apos 24, 48 e 72 h de tratamento. Foram realizados
trés experimentos para cada linhagem, MRC-5 e U343 MG-a.

Analise Estatistica

Para a analise de apoptose, os dados foram primeiramente submetidos ao
teste de normalidade e posteriormente ao teste t. A probabilidade de erro foi fixada
abaixo de 0,05 (p < 0,05).

Extracao do RNA total e avaliagdo das amostras

Para as extracbes de RNA total foi utilizado o reagente Trizol (Invitrogen) de
acordo com as instrugbes do fabricante. Todas as amostras obtidas foram
quantificadas em espectrofotdbmetro Genequant Il (Amersham). Apos proceder a
quantificagdo, as amostras foram submetidas a uma eletroforese em gel de agarose
com formaldeido para a avaliagdo da qualidade do RNA obtido, uma vez que este
deve estar em 6timo estado para ser utilizado como sonda complexa nas membranas
de micro-arranjos.

Utilizou-se uma concentragédo de 25 uM de cisplatina e as células U343 MG-a
foram colhidas 48 h apos o tratamento, procedendo-se a extracdo de RNA para a

analise de expresséo génica.
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Micro-arranjos de cDNA
Preparacao das membranas

As membranas contendo os micro-arranjos de DNA foram preparadas pela
deposicdo dos clones usando-se o aparelho Generation Il Microarrays Spotter
(Amersham) em membrana de nylon Hybond-N+ (Amersham) fixada em |amina de
vidro, sendo depositados 936 pontos uUnicos em duplicata em cada membrana,
consistindo em um total de 1872 pontos arranjados em cada filtro. Dos 936 pontos,
186 sao controles de qualidade distribuidos no decorrer da membrana e 750 pontos
sao clones provenientes da biblioteca humana de cDNAs, validada, provenientes do
Consoércio IMAGE.

O tratamento das membranas foi feito um dia apds a deposicdo dos clones,
sendo estas colocadas sobre papel Whatman umedecido com solucado de denaturacao
preparada a fresco (NaOH 0,5 M, NaCl 1,5 M) por 20 minutos a temperatura ambiente.
Em seguida, as membranas foram transferidas sobre papel Whatman umedecido em
solugdo de neutralizagdo (Tris Hcl pH 7,4 1M NaCl 1,5M) por 20 minutos, sendo
posteriormente lavadas em solugao 2x SSC, secadas sobre papel de filtro (Whatman)
e transferidas para forno a 80° C por 2 h. Em seguida, realizou-se o crosslink por 1,5
minutos em luz ultra-violeta. As membranas foram estocadas em sacos plasticos a

temperatura ambiente.
Hibridagao com sonda oligo-vetor

A hibridagdo com um oligo-vetor tem por finalidade determinar a quantidade
exata de DNA retido em cada ponto do micro-arranjo. A sonda oligo-vetor foi marcada
utilizando-se 1 ul da solucao de oligonucleotideo (1 ug/ml) com sequéncia especifica
para o vetor, 4 uyl de tampado 5x, 1 pl da enzima T4 kinase (/nvitrogen, Life
Technologies), 3 ul de y **P ATP (5000 Ci/mM) (Amersham) e agua estéril q.s.p. 20
pl. A sonda foi incubada por 45 minutos a 37° C. Em seguida, foram acrescentados 80
Ml de agua estéril e a sonda foi purificada em coluna de sephadex G25. A
radioatividade da sonda marcada foi quantificada em leitor de cintilografia liquida
(TriCarb, Packard), sendo utilizados 200.000 cpm por ml de tampé&o de hibridacao.

Para a pré-hibridagcdo, cada membrana foi transferida para um frasco de
hibridagcdo e umedecida em solugédo de 2x SSC. Em seguida, acrescentaram-se 4 ml
de tampao de hibridacdo (5x SSC, solugdo Denhardt's 5x, SDS 0,5% pré-aquecido a
65° C) e 100 pg/ml (concentracdo final) de DNA de esperma de salmao. As
membranas foram submetidas a incubacao (overnight) a 65° C, em forno de
hibridacado. Apds esse periodo de pré-hibridacéo, acrescentou-se a sonda e o material
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foi incubado por 48 h a 65° C. O passo seguinte apés a hibridacao foi a lavagem das
membranas. Estas foram transferidas para um recipiente contendo solucdo de SSC
20x e SDS 20% a 68° C, mantidas em banho a 68° C sob agitagdo por 3 h, sendo a
solugéo trocada a cada uma hora. Apds essa lavagem, as membranas sao retiradas
da solucdo e colocadas em recipientes com SSC 2x para remogao de quaisquer
impurezas, sendo colocadas sobre papel filtro (Whatman). Depois de secas, as
membranas foram expostas contra uma placa sensivel a radiagao por 72 h, sendo os
sinais de hibridagao capturados utilizando-se aparelho leitor de fosforo radioativo
incorporado (Cyclone Storage Phosphor Screen, Packard).

Hibridagdo com sonda complexa

Antes da reacao de marcacao foi realizada uma etapa anterior para eliminar a
estrutura secundaria do RNA e para saturar os sitios de poli A. Preparou-se um mix
com 10 ug de g de RNA, 8 ug de dT25, agua estéril gq.s.p. 12 pl. O material foi
incubado a 70° C por 8 minutos e em um gradiente de 70 a 42° C por 30 minutos. Em
seguida foi realizada a reagao com a transcriptase reversa, onde foram acrescentados
ao mix (42° C) 1 pl de RNAsin (40 U/ pl-Promega), 6 ul de tampao 5x (BRL), 2 ul de
DDT (0,1M), 0,6 pl de dATG (20 mM), 0,6 pl de dCTP (120 uM), 3 pl de a **P dCTP
(10 pCi/ pl), 1 pl de transcriptase reversa (Superscript Rnase H free RT, Invitrogen,
200 U/ ul), 2,8 ul de agua estéril. O mix foi incubado por 1 h a 42° C em termociclador,
sendo acrescentado 1 pl de trascriptase reversa e novamente incubado por 1 hora a
42° C em termociclador.

Para a degradacao de mRNA e rRNA acrescentou-se 1 pl de SDS 10%, 1 ul
de EDTA 0,5 M, 3 pl NaOH 3M e a sonda foi incubada por 30 minutos a 68° C em
banho-maria e 15 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, acrescentaram-se 10
pl de TRIS 1M, 3 pl de HCI 2N e agua estéril g.s.p. 100 pl.

A sonda foi purificada transferindo-se todo o volume da sonda para uma coluna
de sephadex G25 que foi centrifugada. O material eluido foi quantificado em
cintilografia liquida (Tricarb, Packard). Foram acrescentados 2 ug de A80, a sonda foi
denaturada por 5 minutos a 100° C. Apds isso, acrescentou-se 1 ml de tampéao de

hibridacéo pré-aquecido.
Analise da expressao génica
Apds a aquisicdo das imagens de hibridacdo em aparelho leitor de fosforo

incorporado, os valores numéricos brutos de cada spot do micro-arranjo foram obtidos
utilizando-se o software BZscan (Rougemont e Hingamp, 2003).
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Filtragem, normalizagao e analise dos dados de micro-arranjos de cDNA

Apods a quantificacdo, realizou-se a filtragem dos dados, a partir dos dados
brutos obtidos da hibridagcdo com as sondas complexas. Os procedimentos de
filtragem dos dados consistiram em dois passos: o primeiro visava subtrair os valores
de background dos valores brutos obtidos na hibridagdo e o segundo, a filtragem de
genes em que o valor de hibridacdo das duplicatas tivesse sofrido um desvio muito
grande. No primeiro passo, 0 background foi quantificado em 24 regides (blocos)
diferentes da membrana, sendo calculado o valor médio e o desvio (do background)
para cada uma delas. Em seguida, o valor do background mais 2 vezes o desvio
padrao de cada regido foi subtraido dos spots dessa regido. O acréscimo do desvio
padrao é utilizado para que ndo permanegam resquicios do background nos valores
de quantificacdo. No segundo passo, calculou-se a razdo entre os valores de
hibridacdo das duplicatas de cada membrana, sendo que os spots onde a razido variou
mais do que 4 vezes foram eliminados dos passos posteriores de analise.

Adicionalmente, outro teste de qualidade foi realizado. Apds o calculo do valor
mediano de expressdo de cada gene para 0s cinco experimentos, os valores de
expressao individuais de cada membrana foram comparados aos valores medianos
(de todos os experimentos), utilizando o calculo de correlagdo de Pearson. Essa
comparacao visa detectar membranas que possam ter sofrido alteragcdes que
comprometam os procedimentos de normalizagdo (ex. manchas, saturagao ou desvios
na intensidade total de marcagao dos elementos da membrana).

A normalizac&o consistiu em dividir todos os valores de um experimento pelo
valor mediano de expressido de cada experimento, de tal forma que todos os valores
de expressdo dos genes das membranas fossem re-distribuidos ao redor de uma
mediana de valor 1,0. Assim, as membranas que se encontravam com intensidades de
marcacgao diferentes puderam ser comparadas (normalizagéo global pela intensidade
total de marcagédo, segundo Quackenbush (2002). Todos os procedimentos de
filtragem, comparacdes por correlagédo de Pearson e normalizagdo foram realizados
em planilhas do programa Excel (Windows).

Apos os procedimentos de filiragem e normalizacdo, os dados foram
submetidos a duas analises diferentes. Primeiramente, realizou-se o agrupamento dos
genes e dos experimentos de acordo com o perfil de expressdo com o programa
“Cluster 3.0” ( http://bonsai.ims.u-tokyo.ac.jp/~mdehoon/software/cluster/software.htm)
e “Java Treeview” (http://genetics.stanford.edu/~alok/TreeView/). A analise foi feita
utilizando o método de clusterizacdo hierarquica pela distancia euclidiana, conforme
Eisen et al. (1998). Apds essa analise, os dados também foram submetidos a analise
estatistica utilizando o programa SAM 2.0 (“Significance Analysis of Microarrays”)
(Tusher et al., 2001). Nesse caso, os dados foram submetidos a uma analise pareada.
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Apoés as comparagoes, 35 genes foram diferencialmente expressos, considerando um
FDR (False Discovery Rate) de 0.046 e g-values para os genes com valores menores
ou iguais a 0,05.

Nomenclatura dos genes

Devido a dificuldade em traduzir corretamente o nome de todos os genes
mencionados nesse trabalho, optou-se por utilizar o nome dos genes em inglés, de
acordo com as normas do Human Genome Organization (HUGO) (www.hugo-

international.org).



23

RESULTADOS

Citotoxicidade e Sobrevivéncia Celular

Foram realizados trés experimentos independentes com cada uma das
linhagens em estudo (MRC-5 e U343 MG-a), usando o Cell Proliferation Kit Il (XTT)
para determinar a citotoxicidade e sobrevivéncia celular apos o tratamento com
diversas concentragdes (12,5; 25; 50; 75; 150 e 300 uM) do antitumoral cisplatina.

Para o teste de citotoxicidade, as células permaneceram por 24 h em presenca
da cisplatina, sendo empregado o Kit XTT logo em seguida para a quantificagdo das
células viaveis. Nos experimentos de sobrevivéncia celular, as células foram tratadas
por cinco dias com a cisplatina em placa de cultura.

Apods 24 h do tratamento com a cisplatina, observou-se uma grande redugéo na
sobrevivéncia nas concentragbes testadas de 12,5 a 300 uM (Figura 4), assim como
uma reducao acentuada na sobrevivéncia celular apés cinco dias do tratamento com a
cisplatina (Figura 5). Neste teste, uma inibicdo maxima foi alcangcada na concentragao
de 25 uM. Portanto, foram construidas as curvas de sobrevivéncia para varias
concentracdoes. Os resultados desses experimentos mostraram que ambas as
linhagens sofreram uma grande reducao na porcentagem de células viaveis apés o

tratamento com a cisplatina.
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Figura 4: Resposta citotdxica das linhagens MRC-5 e U343 MG-a ao tratamento com
varias concentragdes de cisplatina (12,5; 25; 50; 75; 150 e 300 uM) nas células
colhidas 24h apés o tratamento. O grafico representa a média + desvio-padrao (média

1 D.P.) de trés experimentos independentes.
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Figura 5: Sobrevivéncia celular das linhagens MRC-5 e U343 MG-a ap6s o tratamento
com varias concentragdes de cisplatina (12,5; 25; 50; 75; 150 e 300 pyM). As células
foram colhidas cinco dias apés o tratamento. O gréfico representa a média + desvio-

padrdo (média + D.P.) de trés experimentos independentes
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Deteccado Morfologica de Apoptose e Necrose

A indugcdo de apoptose foi verificada, para ambas as linhagens em varias
condicbes de tratamento (12,5, 25 e 50 pM e 24, 48 e 72 h de tratamento), pela
técnica de detecgao morfoldgica empregando trés corantes diferentes, Hoechst 33342,
Pl e DAF (Figuras 6 e 7). Foram realizados trés experimentos independentes para
cada linhagem.

A analise estatistica realizada (teste t) demonstrou que, para a linhagem U343
MG-a (Figura 6), houve um aumento significativo na frequéncia de células apoptoticas
nos tempos de 24h para as concentragdes de 12,5 uM (1%), 25 uM (2,9%) e 50 pM
(3,5%) e 72h para as concentragbes de 25 uM (20,4%) e 50 uM (16%) (p < 0,05). A
maior porcentagem de apoptose encontrada para esta linhagem foi de 20,4% apés o
tratamento com 25 pM de cisplatina por 72h. Ja a linhagem MRC-5 (Figura 7)
apresentou um aumento estatisticamente significativo (p < 0,05) nos tempos de 24h
para a concentracao de 50 uM (3%), 48h para a concentragdo de 50 pM (11,0%) e 72h
para as concentragdes de 25 uyM (3%) e 50 pM (6,6%) de cisplatina. Assim, para essa
linhagem, a maior porcentagem de apoptose alcancada foi de 11,0% apds o
tratamento com 50 uM por 48h.

Ambas as linhagens, portanto, sofreram apoptose apds o tratamento com
cisplatina, sendo que a U343 MG-a apresentou uma maior frequiéncia de apoptose
(20,4%) comparada a linhagem MRC-5 (11,0%).

As frequéncias de células necréticas também foram analisadas apds o
tratamento com a cisplatina (Tabelas 1 e 2). A linhagem U343 MG-a apresentou uma
freqiéncia de necrose estatisticamente significativa (p < 0,05) para os seguintes
tratamentos: 25 uyM por 48 h (16%), 50 uM por 72 h (12%) e 50 uM por 72 h (18%). A
maior frequéncia de necrose observada foi de 18% no tratamento de 50 uM por 72 h
(p = 0,05). Ja a linhagem MRC-5 nao apresentou uma inducdo de células necréticas

estatisticamente significativa (p = 0,05).
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Figura 6: Porcentagem de células apoptéticas em culturas de células U343 MG-a
expostas a varias concentracdes de cisplatina (12,5; 25 e 50 yM). Os resultados foram
obtidos nos tempos de 24, 48 e 72 h apds o tratamento, empregando diferentes
corantes, Hoechst 33342, Pl e DAF. Foram analisadas 500 células por experimento.
As barras representam o erro padrao. (*) Diferenca estatisticamente significativa em

relagéo ao controle (p < 0,05).
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Figura 7: Porcentagem de células apoptoticas em culturas de células MRC-5 expostas
a varias concentragdes de cisplatina (12,5; 25 e 50 uM). Os resultados foram obtidos
nos tempos de 24, 48 e 72 h apds o tratamento, empregando diferentes corantes,
Hoechst 33342, Pl e DAF. Foram analisadas 500 células por experimento. As barras
representam o erro padrao. (*) Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao

controle (p < 0,05).
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Tabela 1: Porcentagens de células apoptoticas e necréticas em culturas de células da
linhagem U343 MG-a obtidas com o uso de trés corantes (Hoescht 33342, Pl e DAF).
Os resultados foram obtidos em 24, 48 e 72 horas apés o tratamento com 12,5, 25 e

50 uM de cisplatina. Foram realizados trés experimentos independentes.

Tempo apoés % células apoptéticas % celulas necroéticas

o trat?hTento Controle 12,5 M 25puM 50 uM controle 12,5 uM 25 M 50 uM
24 0,13 1* 2,93* 3,53* 145 19 15 21
48 0,4 2,8 2,9 7,2 13,5 11,4 16,6 214
72 0,46 4.4 20,4* 16,2* 19,2 17,4 12,6 18,7*

(*) Diferenca estatisticamente significativa em relagéo ao controle (p < 0,05)

Tabela 2: Porcentagens de células apoptéticas e necréticas em culturas de células da
linhagem MRC-5 obtidas com o uso de trés corantes (Hoescht 33342, Pl e DAF). Os
resultados foram obtidos em 24, 48 e 72 horas apds o tratamento com 12,5, 25 e 50

MM de cisplatina. Foram realizados trés experimentos independentes.

Tempo apos % de células apoptéticas % de células necroéticas
o tratamento Controle 12,5 M 25uM 50 uM controle 12,5 M 25 M 50 uM
(h)

24 0,93 1,33 1,46 3,27 10,5 5,73 6,66 10,8
48 0,66 1,86 8,7 11* 20,13 13,93 12,26 11,53
72 0,73 1,13 3*  6,66" 9,13 9,66 11,8 8,86

(*) Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controle (p < 0,05)
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Andlise da Expressdo Génica em Larga Escala

Foram realizados cinco experimentos com a linhagem U343 MG-a para
extragdo de RNA total o qual foi utilizado como sonda complexa nas membranas de
micro-arranjos. As células foram tratadas com 25 yM de cisplatina por 48 h,
procedendo-se, em seguida, a extragdo do RNA. A qualidade deste foi avaliada por
meio de um gel de agarose (Figura 8) em que as duas bandas representam as duas
subunidades do rRNA, 28S e 18S, notando-se a auséncia de contaminagdo com DNA
gendmico. As sondas complexas marcadas com *?P (provenientes de mRNA obtidos
de células tratadas com 25 uM de cisplatina, com controle pareado, colhidas 48 h apés
o tratamento) foram hibridadas com os micro-arranjos, sendo posteriormente
processada a leitura dos sinais (Figura 9).

Os resultados foram submetidos a analise estatistica, utilizando-se o programa
SAM. Foi demonstrado que para um delta de 0,78 e FDR de 0,046 (4,6%) (Figura 10)
foram encontrados 35 genes reprimidos e nenhum gene induzido (Tabela 3). Desses
35 genes reprimidos, 14 seréo discutidos neste trabalho.

Para verificar os processos associados aos genes diferencialmente expressos,
estes também foram submetidos ao programa FATIGO (www.fatigo.org), o qual
classifica os genes de acordo com a fungido especificada pelo Gene Ontology
(processos biolégicos nivel 3) (Figura 11). De acordo com os resultados dessa andlise,
esses genes estao relacionados com as seguintes fungdes: comunicagdo celular
(GNB1, MARK1, PASK, FZD4, CCBP2 e CD84), diferenciacdo sexual (RQCD1),
metabolismo (DYRK3, MARK1, MOCS2, PASK, TBCD, P4HB, LIMK2, DLX6, SMC1L1
e GTF3C1), morfogénese e desenvolvimento de érgaos (DLX6), morte celular (BCL2
LIKET), secrec¢do (VDP), regulagdo negativa de processos biolégicos (NFKBIE e
Bcl2l1), regulacédo de processos fisioldgicos e celulares (NFKBIE, BCL2 LIKE1, DLX6
e SMC1LT), processos fisiologicos do organismo (PX719 e CCBPZ2), processos
fisiolégicos celulares (DYRK3, COG4, NFKBIE, MARK1, MOCS2, PASK, TBCD,
P4HB, BCL2 LIKE1, VDP, LIMK2, DLX6, SMC1L1, AP3S2 e GTF3C1), resposta a
estimulo (PX19, CCBP2, CD84 e SMC1L1) e localizagdo (COG4, NFKBIE, VDP e
AP3S2).

Os genes também foram agrupados de acordo com os perfis de expressao
empregando os programas “Cluster” e “Treeview” (Figura 12). No primeiro
agrupamento (correlagdo = 0,81) encontram-se os genes MMP12, MARK1, MAPK9,
TIMP2 e CALU (Figura 13). No segundo (correlagdo = 0,87), foram obtidos os genes
INSR, SMC1L1 e GNB1 (Figura 14). No agrupamento 3 (correlagdo = 0,86) estdo
presentes os seguintes genes: TNFRSF108, NEDD5, CRADD e SRPK2 (Figura 15).
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Ja no agrupamento 4 (correlagdo = 0,81) encontram-se os genes BCL2 LIKE 1, ARHA
e RRAS (Figura 16). Nos agrupamentos 1, 2 e 4 estdo apenas genes reprimidos apds
o tratamento com a cisplatina, enquanto que o agrupamento 3 inclui apenas genes
induzidos.

Figura 8: Gel de agarose com formaldeido para checagem da qualidade do RNA
extraido das amostras de células U343 MG-a apds o tratamento com 25 yM de

cisplatina por 48 horas. As bandas equivalem as subunidades 28S e 18S do rRNA.
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Significant: 35
Median number of false positives: 1.63
False Discovery Rate (%): 4.66

SAM Plotsheet

Observed Score

Expected Score

Figura 10: Comparagao entre a distancia relativa observada D(i) e esperada D(e).
Grafico de dispersao da diferenca relativa observada d(i) pela diferenca relativa
esperada dg(i). A linha azul central é a regido onde d(i)= dg(i). As linhas azuis superior
e inferior sdo cortes a uma distancia A da linha continua. Os pontos verdes
representam genes que se afastaram da linha d(i)= dg(i) a uma distancia > A, sendo

considerados genes significativamente reprimidos.
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Figura 11: Distribuicdo dos genes significativamente reprimidos de acordo com os
processos bioldgicos envolvidos. As fungdes sao especificadas pelo Gene Ontology.
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Tabela 3: Genes reprimidos em resposta ao tratamento das células U343 MG-a com

25 uM de cisplatina por 48 h. A analise foi realizada pelo programa SAM.

q-
Gene Nome Clone Fold value Funcgao
ID Change | (%)
TIMP2 Tissue inhibitor of 138147 -3.944 | 0.000 Inibidor de MMP2
metalloproteinase 2
Componente da
Adaptor-related protein 135085 -1.697 | 0.000 | maquinaria intracelular;
AP3S2 complex 3, sigma 2 se associa a vesiculas
subunit de transporte
Tubulin specific chaperone Envolvido na via que
TBCD d 24417 -2.212 | 0.000 | leva ao folding de beta-
tubulina
Guanine nucleotide
GNB1 binding protein (G protein), | 24300 -2.263 | 0.000 | Viade transdugao de
beta polypeptide 1 sinal
ARHA Ras homolog gene family, | 131734 -1.966 | 0.000 Regula via de
member A transducéo de sinal;
organizacgao do
citoesqueleto
LIMK2 Lim Kinase 2 140191 -1.557 | 0.000 Organizagao do
citoesqueleto
General transcription
GTF3C1 | factor llIC, polypeptide 1, 53322 -2.635 | 0.000 Fator de transcricédo
alpha 220kDa
143860 -2.699 | 0.000 | Envolvida na regulagéo
CALU Calumenin dos niveis de Ca+2
celular
Inhibitor of kappa light
NFKBIE | chain gene enhancer in B 36215 -2.124 | 0.000 Apoptose
cells, epsilon
BCL2- BCL2 like 1 4187517 | -1.617 | 0.033 Apoptose
L1
ING1 Inhibitor of growth family, 140732 -2.247 | 0.033 Apoptose
member 1 Supressor tumoral
dual-specificity tyrosine- Relacionada com
DYRK3 (Y)-phosphorylation 30342 -1.508 | 0.047 crescimento e
regulated kinase 3 desenvolvimento
celular
Regula vias de
Pas domain-containing sinalizacao intracelular
PASK serine/threonine kinase 23545 -2.393 | 0.000 em resposta a
estimulos intrinsecos e
extrinsecos
T cell immunomodulatory 139662 -3.530 | 0.000 | Fungéo desconhecida
CDAO08 protein
MAGP2 Microfibrillar associated 138496 -2.086 | 0.000 | Constituinte da matriz
protein 5 extracelular
fatal Papel no
pLxe | Distaklesshomeobox® | ,1765 | 5365 | 0.000 desenvolvimento
craniofacial
FZD4 Frizzled homolog 4 133114 -2.109 | 0.000 Codifica proteinas
(Drosophila) transmembrana
SMC1L1 Structure maintenance 31914 -2.574 | 0.000 Reparo do DNA

chromossome 1-like 1
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q-
Gene Nome Clone Fold value Funcéo
ID Change | (%)
Procollagen-proline, 2- Envolvida na
oxoglutarate 4- 132702 -2.810 | 0.000 ubiquitinacao
dioxygenase (proline 4- Ajuda no folding de
P4HB hydroxylase), beta proteinas no RE
polypeptide (protein
disulfide isomerase-
associated 1)
CDB84 antigen (leucocyte | 138815 -1.615 | 0.000 | Interagdes de adeséo
CD84 antigen) entre linfocitos T e
células acessorias
RCD1 required for cell
RQCD1 differentiation1 homolog 131380 -1.598 | 0.033 | Fungéao desconhecida
(S. pombe)
Critica para o
CCBP2 | Chemokine binding protein | 133672 -1.498 | 0.033 | recrutamento de células
imune efetoras
134404 -1.509 | 0.033 | Papel na hematopoiese
PX19 Px19-like protein e linfopoiese
Microtubule affinity- Envolvida na
MARK1 regulating kinase 1 21522 -1.683 | 0.033 estabilizacdo de
microtubulos
Determinantes da
estrutura, capacidade
Component of oligomeric para transporte
COG4 golgi complex 4 41976 -1.549 | 0.033 intracelular e
modificagao de
glicoproteinas do
complexo de Golgi
MOCS2 Molybdenum cofactor 132987 -1.179 | 0.047 | Cofator de molibdénio
synthesis 2
Manutengao da
VDP Vesicle docking protein 135226 -1.443 | 0.047 arquitetura do

p115

complexo de Golgi
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Figura 13: Agrupamento hierarquico (agrupamento 1) dos resultados de cinco
experimentos (colunas) pelo padrao de expressao génica (linhas) para células tratadas
com 25uM cisplatina por 48h (T) comparadas com células nao tratadas (C). O valor da
expressao normalizada para cada gene é representado pelas cores: vermelho indica
niveis de expressdo maiores que a mediana; verde indica niveis de expressao

menores que a mediana; cinza indica valores excluidos.
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Figura 14: Agrupamento hierarquico (agrupamento 2) dos resultados de cinco
experimentos (colunas) pelo padrao de expressao génica (linhas) para células tratadas
com 25uM cisplatina por 48h (T) comparadas com células nao tratadas (C). O valor da
expressao normalizada para cada gene é representado pelas cores: vermelho indica
niveis de expressdo maiores que a mediana; verde indica niveis de expressao

menores que a mediana; cinza indica valores excluidos.



36

Tl
T4
T3
Tz
TS
Ccl
Ccz
Co
C3
C4

Eu-HMTazel
Eu-HMTazel
TNFRSF10E
NEDDS
ECNIP4
BG54
CRADD
CRADD
ECNIP4
TNFESF10E
FUTE
ECNV1
SRPEZ
ARPP-21
ECNV1
SRPEZ
ARPP-21
FUTE
MAEL
BG54

Figura 15: Agrupamento hierarquico (agrupamento 3) dos resultados de cinco
experimentos (colunas) pelo padrao de expressao génica (linhas) para células tratadas
com 25uM cisplatina por 48h (T) comparadas com células nao tratadas (C). O valor da
expressao normalizada para cada gene é representado pelas cores: vermelho indica
niveis de expressdo maiores que a mediana; verde indica niveis de expressao

menores que a mediana; cinza indica valores excluidos.
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Figura 16: Agrupamento hierarquico (agrupamento 4) dos resultados de cinco
experimentos (colunas) pelo padrdo de expressao génica (linhas) para células tratadas
com 25uM cisplatina por 48h (T) comparadas com células nao tratadas (C). O valor da
expressao normalizada para cada gene é representado pelas cores: vermelho indica
niveis de expressdo maiores que a mediana; verde indica niveis de expressao

menores que a mediana; cinza indica valores excluidos.
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DISCUSSAO

Uma variedade de agentes genotdxicos enddgenos e exdgenos é capaz de
induzir danos no material genético e evocar respostas como o bloqueio do ciclo
celular, reparo do DNA, senescéncia prematura induzida por estresse ou apoptose. A
resposta inicial das células é o bloqueio no ciclo em uma tentativa de reparar o dano,
no entanto, se esse dano for muito extenso ou comprometer o metabolismo do DNA,
uma cascata de sinalizagao aciona mecanismos alternativos que inibem a proliferagao
das células e acionam vias de morte. Portanto, é crucial que as células sejam capazes
de reconhecer o grau de severidade da lesdo e simultaneamente ativar as respostas
apropriadas, pois, de outra maneira, muta¢des poderéo ser introduzidas nos genomas
e estes eventualmente poderao ser propagados (Berardi et al., 2004).

Uma terapia do cancer bem-sucedida deve garantir a erradicagdo de todas as
células tumorais clonogénicas do organismo, pois as células cancerosas sofrem
divisdo ilimitada e mesmo uma Unica célula pode vir a ser fonte de um clone que
originara um tumor. O teste de sobrevivéncia € um método classico para testar a
sensibilidade celular a diferentes concentragbes dos agentes anticancer in vitro
(Kumala et al., 2003). Portanto, o conhecimento prévio sobre a sensibilidade tumoral a
drogas anticancer € muito importante.

De acordo com Kumala et al. (2003), linhagens de melanoma humano (Me-45)
foram extremamente sensiveis quando expostas a diversas concentracbes de
cisplatina (1, 2, 5 e 10 yg/ml) e a concentracdo de 10 pg/ml foi capaz de reduzir a
fracdo clonogénica em cinco ordens de magnitude. Fehlauer et al. (2000) relataram
que o tratamento de linhagens de glioma humano com concentragdes de cisplatina
que variavam de 0,5-1 ug/ml foi letal para 10-30% das células, enquanto que no
trabalho de Wolff et al. (1999), 1,1 pg/ml da droga foi letal para 50% das células de
glioma.

No presente trabalho, as concentragdes de cisplatina utilizadas (12,5 a 300 uM)
reduziram fortemente a sobrevivéncia das células MRC-5 (~ 1%) e das células U343
MG-a (< 1%) apds cinco dias de tratamento, sendo que o tratamento das mesmas
células por 24 h com iguais concentracdes de cisplatina reduziu a sobrevivéncia em
cerca de 20-80% (teste de citotoxicidade). Os resultados obtidos neste trabalho
mostraram que ambas as linhagens utilizadas (MRC-5 e U343 MG-a) sofreram uma
acentuada diminuigdo na sobrevivéncia celular apds o tratamento com a cisplatina. No
caso de tratamentos prolongados por cinco dias com a cisplatina (teste de
sobrevivéncia celular), os resultados indicaram que a linhagem U343 MG-a se mostrou
levemente mais sensivel que a linhagem MRC-5 (transformada por SV40) sob as

mesmas condi¢cdes de tratamento.
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A inibicao da proliferagdo celular detectada por testes de toxicidade de curto
periodo ndo permite uma previsdo da sobrevivéncia por longo periodo. As células que
nao morrem imediatamente apds o tratamento acumulam danos os quais impedem a
sua sobrevivéncia apds varias geragdes (Ceraline et al., 2003), ou seja, apds uma ou
mais tentativas de diviséo celular.

Um dos mecanismos de citotoxicidade de compostos de platina € a indugéo de
apoptose. A suscetibilidade diminuida a apoptose induzida pela cisplatina esta
associada com a resisténcia a essa droga (Servidei et al., 2001). Ambas as linhagens
foram submetidas ao tratamento com diversas concentracdes de cisplatina (12,5; 25 e
50 uM) a fim de determinar a porcentagem de morte celular por apoptose.

A andlise das freqiéncias de apoptose induzidas pelo tratamento com a
cisplatina indicou que as células U343 MG-a e principalmente as células MRC-5
sofreram uma baixa inducédo de apoptose apesar do acentuado efeito antiproliferativo
evidenciado pelos resultados obtidos nos testes de citotoxicidade e sobrevivéncia
celular. Em adicao a apoptose, as células podem ser eficientemente eliminadas apés o
dano no DNA por necrose, catastrofe mitética, autofagia, assim como por senescéncia
prematura, que é caracterizada por uma parada irreversivel da divisdo celular (Abend,
2003; Okada e Mak, 2004; Brown e Attardi, 2005). Dessa maneira, nota-se que outros
tipos de morte, além da apoptose, podem ser induzidas apds o tratamento com a
cisplatina.

Varios fatores parecem determinar a forma de morte celular induzida por um
determinado agente, tais como o tipo celular, o gendtipo da célula, o tipo de dano
induzido no DNA e a concentracdo do agente utilizado (Brown e Attardi, 2005). Os
resultados apresentados indicam que a inducao de apoptose ndo é a Unica resposta
na terapia do cancer e que mecanismos de morte ndo apoptoética sao frequentemente
responsaveis pela morte das células tumorais induzida pelo tratamento empregado
(Okada e Mak, 2004).

Ao comparar as duas linhagens utilizadas, nota-se que a linhagem U343 MG-a
apresentou uma frequéncia maxima de apoptose de 20,4% apds o tratamento com a
cisplatina e a linhagem MRC-5 apresentou 11,0% de apoptose. Embora o indice
apoptotico tenha sido baixo, essas duas linhagens apresentaram uma grande redugao
na sobrevivéncia celular apds cinco dias de tratamento. Steel (2001) enfatizou a falta
de correlagdo entre a extensdo da morte apoptética e a perda da integridade
reprodutiva evidenciada pelo teste de sobrevivéncia clonogénica.

Uma questdo importante com relacdo as respostas celulares ao dano no
material genético € como a extensdo da lesdo é reconhecida como excessiva pelas
células, acionando a mudanca do reparo para apoptose (Bernstein et al., 2002). A
percepcgao geral é que a extensdao do dano e/ou a capacidade de reparo pode ser o
principal fator nesta decisao e isto parece ser dependente da concentragao da droga
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(Offer et al., 2002). Os resultados mostraram que as células U343 MG-a tratadas com
uma alta concentragéo de cisplatina (25 uM) sofreram 20,4% de apoptose apés 72 h,
muito embora os tratamentos com concentracbes que variaram de 12,5 a 300 yM
tenham reduzido consideravelmente a sobrevivéncia celular apés 24 h, ou seja, cerca
de 20-80% (teste de citotoxicidade), enquanto a fragcdo de sobrevivéncia foi reduzida a
menos que 1% apds cinco dias de tratamento (sobrevivéncia celular). Tais resultados
demonstram a complexidade das respostas em termos de indugdo de morte celular,
que pode ocorrer por diferentes mecanismos, dependentes do tipo de lesdo e das
interacdes droga-DNA.

A inducado de apoptose foi demonstrada por Choi et al. (2004) em células de
glioma A172 tratadas com altas concentragcbes de cisplatina (300 uM). Foi relatado
que a cisplatina pode induzir duas principais vias apoptéticas distintas: a primeira é a
apoptose dependente de TP53 (via mitocéndria), a qual comeg¢a com a translocagao
do Bax induzido pelo TP53, do citosol para a mitocéndria, seguida pela liberagcdo do
citocromo ¢ e ativagdo das caspases 9 e 3; a segunda via € a cascata apoptdtica
dependente de Fas/Fas ligante e caspase 8 (Torigoe et al., 2005).

Astrocitomas sdo os mais comuns neoplasmas do sistema nervoso central,
compreendendo mais de 60% dos tumores cerebrais primarios. Alteragdes genéticas
freqientemente relatadas em astrocitomas incluem a mutagdo do gene TP53,
amplificacado/rearranjo do gene EGFR e a perda da heterozigosidade envolvendo 10p
e 10q. Muitas evidéncias indicam que as mutagdes no gene TP53 estédo intimamente
associadas com a progressdo tumoral, transformagdo maligna e recorréncia dos
astrocitomas (lwadate et al., 1996). No entanto, Fujiwara et al. (1994) mostraram que a
expressao de TP53 selvagem foi capaz de tornar as células tumorais mais sensiveis
ao tratamento com drogas anticancer.

Gliomas malignos com um progndstico relativamente pobre constituem um
desafio significativo para modalidades de tratamento convencionais de cirurgia,
radioterapia e quimioterapia adjuvante. Dado o importante papel do TP53 no processo
apoptético, a mutagdo e conseqiente perda da fungcdo desse gene podem
desempenhar um papel crucial na tumorigénese e desenvolvimento de resisténcia a
regimes terapéuticos em glioma e outros tumores humanos (lwadate et al., 1996; Datta
et al., 2004). O gene TP53 é encontrado mutado em mais de 40% dos gliomas,
entretanto, a linhagem de astrocitoma utilizada no presente trabalho é proficiente para
0 gene TP53 (Shu et al., 1998). Em um estudo paralelo no presente laboratorio, foi
observado que uma outra droga, a temozolomida, ndo induz apoptose em células
U343 MG-a, mesmo em concentragdes elevadas. Datta et al. (2004) sugerem que a
apoptose induzida pela quimioterapia, por meio da anulacdo da funcdo da proteina
TP53, pode ser uma estratégia terapéutica viavel em muitos casos. Portanto, o status
dessa proteina n&o parece ser o Unico fator importante; enquanto a deficiéncia desta



41

pode gerar diferentes respostas em células tratadas com a cisplatina, a natureza do
quimioterapico (implicando em diferentes mecanismos de interagdo droga-DNA)
também é um fator importante, conforme demonstrado pelas diferentes respostas
obtidas para as duas drogas, temozolomida e cisplatina.

As células cancerosas s&o caracterizadas por um crescimento celular
descontrolado, capacidade para invadir tecidos normais vizinhos e para sofrer
metastase. O desenvolvimento de cancer € um processo complexo e de muitas etapas
no qual alteragbes progressivas culminam na desregulagao da proliferagdo em células
somaticas, acarretando alteragdes na expresséo de numerosos genes (Qi et al., 2002).
As alteragbes genéticas sdo heterogéneas mesmo em tumores do mesmo tipo
histolégico, o que faz com que os tumores individuais respondam heterogeneamente
aos agentes anticancer empregados (lwadate et al., 2005).

Nas ultimas décadas muitas técnicas para analise de expressdo génica
diferencial tém sido desenvolvidas, na tentativa de facilitar a identificacdo de produtos
génicos mostrando expressao alterada em células de uma populagdo comparadas a
outra. O desenvolvimento da técnica de micro-arranjos de cDNA marcou uma nova era
em pesquisas envolvendo a andlise da expressao génica em larga escala (Qin et al.,
2002; Mischel et al., 2004). A disponibilidade de novas tecnologias tem aberto a
possibilidade de explorar multiplas vias e ainda, pode auxiliar na identificacdo de
novos alvos para melhorar a estratificagdo de pacientes e geragcdo de novas
estratégicas terapéuticas (Ranuncolo et al., 2004).

Neste trabalho a analise de expressao génica foi realizada somente para a
linhagem astrocitica e os resultados foram obtidos culturas tratadas com 25 uM de
cisplatina por 48 h. As alteragdes na expressao génica induzidas pela droga foram
avaliadas pela metodologia de micro-arranjos de cDNA, que detecta a expresséo
diferencial de genes sob situagdes distintas, no caso, em células tratadas e nao-
tratadas. Os resultados mostraram uma alteracao significativa nos perfis de expressao
de varios genes na linhagem astrocitica. Os resultados quantitativos da analise de
expressao génica utilizando o programa SAM indicaram a repressdo de 27 genes:
TIMP2, AP3S2, TBCD, ARHA (RHOA), GTF3C1, LIMK2, GNB1, CALU, NFKBIE,
PASK, CDA08, MAGP2, DLX6, P4HB, FZD4, SMC1L1, CD84, RQCD1, BCL2-like
(BCL-XL), CCBP2, PX19, MARK1, ING1, COG4, MOCS2, VDP e DYRKS3. Para o delta
de corte utilizado (0,78), ndo foram encontrados genes induzidos.

Esses genes pertencem a varias classes e podem ser agrupados da seguinte
maneira de acordo com 0s processos nos quais eles estdo envolvidos e/ou a
localizagao celular: apoptose ou sobrevivéncia (BCL2-XL, ING1, RHOA, VDP, TIMP2,
DYRK3 e NFKBIE), via RHO GTPases (LIMK2, RHOA), complexo de Golgi (COGH4,
VDP, AP3S2 e CALU), reticulo endoplasmatico (P4HB e CALU), metastase (LIMK2,
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TIMP2 e CALU), reparo do DNA (SMC1L1), sistema imune (CDA08, CD84 e CCBP2),
citoesqueleto (TBCD, RHOA, LIMK2 e MARKT), fator de transcricao (NFKBIE e
GTF3C1), vias de transdugéao de sinal (GNB1, PASK e DYRKS3), metabolismo (DYRKS3,
MARK1, MOCS2, PASK, TBCD, P4HB, LIMK2, DLX6, SMC1L1 e GTF3C1). Alguns
genes ndo serdo discutidos neste trabalho por ndo apresentarem uma funcao
conhecida ou por ndo ser aparentemente relacionados aos processos que serao
discutidos.

Conforme mencionado, foi encontrado um grande niumero de genes envolvidos
no metabolismo celular (DYRK3, MARK1, LIMK2, SMC1L1, VDP, CALU e P4HB), o
que suporta o fato de que os danos causados pela cisplatina comprometem a
maquinaria celular como um todo, desde que genes relacionados com o reticulo
endoplasmatico e o complexo de Golgi, por exemplo, foram reprimidos apds o
tratamento com o antitumoral cisplatina.

Assim, o reticulo endoplasmatico pode constituir-se em um alvo nao-nuclear da
cisplatina. Essa organela desempenha uma funcdo importante na manutencdo da
homeostase do calcio intracelular, sintese protéica, modificagcbes pods-traducionais e
processamento (folding) apropriado de proteinas, assim como distribuicido e trafego de
macromoléculas. Alteragdes na homeostase do calcio e acumulo de proteinas nao
processadas (unfolded) no reticulo endoplasmatico causam estresse nessa organela.
Uma variedade de agentes, incluindo agentes quimicos toxicos, inibidores de
glicosilagcado de proteinas, ionoforos de célcio e outros agentes que causam estresse
oxidativo e alteram a homeostase do calcio, podem induzir estresse no reticulo
endoplasmatico seguido por morte celular. A cisplatina foi capaz de induzir estresse
oxidativo em uma variedade de linhagens celulares (Mandic et al., 2003). Os autores
sugeriram que a droga poderia induzir apoptose (mesmo na auséncia de dano no
DNA), através de perturbagdes no reticulo endoplasmatico. O tratamento com a
cisplatina induziu a ativacdo de calpaina, uma protease dependente de calcio, a qual
ativou as caspases 3 e 12, esta ultima especifica do reticulo endoplasmatico em
citoplastos.

Em células de mamiferos, o complexo de Golgi sofre extensiva fragmentagao
durante a apoptose. A proteina p115 (também conhecida por VDP-vesicle docking
protein) é essencial para a manutencéo da organizacéo estrutural do Golgi. E possivel
que outras proteinas celulares adicionais que normalmente nao possuem fungdes
relacionadas a apoptose, possam atuar como fatores pré-apoptéticos, uma vez
clivadas (Chiu et al., 2002). Varios estudos sugerem que o complexo de Golgi pode ter
um papel durante a apoptose, j& que moléculas pré-apoptéticas como a caspase 2 e
muitos receptores de morte foram encontrados acumulados nessa organela (Mancini
et al., 2000).
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A platinagdo do genoma causado pelo tratamento com a cisplatina aciona
respostas celulares envolvendo muitas vias, incluindo reparo do DNA, inibigdo da
transcricdo, bloqueio do ciclo celular e apoptose, todas as quais requerem
remodelamento das propriedades estrutural e dindmica da cromatina. A cisplatina
causa acetilacdo da histona H3 na serina-10 (Wang e Lippard, 2004). A acetilagdo de
histonas correlaciona bem com a ativacdo transcricional de muitos genes,
presumivelmente por aumentar a acessibilidade de regides gendmicas particulares
para complexos protéicos remodeladores ou ativadores da transcricdo, além de
facilitar o reparo de DNA (Wang e Lippard, 2004).

A apoptose estd intimamente relacionada com alteragdes significativas no
citoesqueleto, desde que muitas proteinas deste, como actina e laminina, sao clivadas
durante o processo apoptotico. As alteragdes morfoldgicas caracteristicas da apoptose
(como encolhimento da célula, condensagao das organelas, vesiculagdo da membrana
e fragmentagado da cromatina) também sugerem mudangas substanciais na estrutura
do cistoesqueleto (DeMeester et al., 1998). Esses mesmos autores sugeriram que a
apoptose induzida por estresse em células endoteliais €, em parte, consequiéncia do
rearranjo critico do citoesqueleto.

Na maioria das células os sinais apoptoticos ativam alteragdes no citoesqueleto
de actina que resultam na liberagao da matriz extracelular, vesiculagdo na membrana
e condensacgéo em corpos apoptéticos em uma maneira seqiencial. A reorganizagao e
degradacao da actina ja foram visualizadas como uma consequéncia tardia ocorrendo
somente apods a célula ter sofrido apoptose. Entretanto, ha evidéncias de que a propria
perturbacdo do citoesqueleto de actina possa iniciar eventos que levam a célula a
cometer apoptose (Moore et al., 2004).

No presente trabalho foram encontrados muitos genes inibidos relacionados
com o citoesqueleto (LIMK2, RHOA e MARKT), implicando que a apoptose esta
relacionada com alteragbes drasticas no citoesqueleto induzidas pelo tratamento com
o antitumoral cisplatina nas células astrociticas. Tulub e Stefanov (2001)
demonstraram que a cisplatina causa uma dramatica alteragdo no processo de
montagem e fungdes de sinalizagao da tubulina.

Esses resultados demonstram que a cisplatina nao afeta apenas o DNA, mas
pode também causar alteragdes estruturais em organelas celulares adicionalmente ao
ataque primario ao DNA. Provavelmente, essas interagbes adicionais intensificam o
efeito antiproliferativo e desta forma, contribuindo para alcancar o importante efeito
citotéxico da cisplatina contra as células tumorais (Kopf-Maier e Muhlhausen, 1992).

As vias apoptoéticas induzidas pela cisplatina sdo complexas, ja que esta pode
causar diferentes tipos de estresse celular, tais como lesdo no DNA, dano oxidativo e
alteracdes ao nivel do reticulo endoplasmatico. Varios sinais de estresse induzidos
pelo tratamento com a cisplatina podem ativar vias diferentes por meio de fatores de
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transcricdo especificos que atuam em ultima instancia, como o alvo final da droga. A
sobrevivéncia ou a morte da célula em resposta a droga poderia ser dependente da
intensidade relativa dessas vias de sinalizagao e também do intercruzamento entre as
mesmas (Torigoe et al., 2005).

O mecanismo de sinalizacdo do dano para a morte celular é atualmente
matéria de intensa investigacdo. Existem dados que demonstram que, em células
epiteliais humanas e células leucémicas, o Fas esta envolvido na apoptose induzida
pela cisplatina. Em muitos outros sistemas celulares, a via mitocondrial parece
desempenhar o papel principal, o que é caracterizado pela expressao alterada de
proteinas apoptoticas como BCL-2, BAK, BAX e BAD (Brozovic et al., 2004).

BCL-X é um membro da familia de proteinas BCL-2, a qual esta envolvida na
regulacédo da apoptose em resposta a quimioterapia. A super-expressao de BCL-2 ou
BCL-XL causa um atraso ou inibicdo da apoptose e, em muitos casos, gera uma
vantagem em termos de sobrevivéncia apds diversos estimulos, incluindo as drogas
antitumorais, a radiacdo-gama e a privacédo de fatores de crescimento. A diminui¢ado
do nivel de BCL-XL foi observada em linhagens de hepatoma apds o tratamento com
alta concentragao de cisplatina (16 ug/ml), mas ndo com uma baixa concentracao (4
pg/ml) (Qin e Ng, 2002). No presente trabalho, em que foi testada uma alta
concentragcao de cisplatina (25 uM), esta causou uma diminuicdo significativa na
expressao de BCL-XI.

A suscetibilidade das células ao sinal de morte parece ser determinada, pelo
menos em parte, pela agdo antagbnica entre proteinas pro- e anti-apoptéticas. A
apoptose ¢é induzida pela ativagcdo de fatores pro-apoptéticos assim como pela
inativacdo de fatores anti-apoptéticos da familia BCL-2 (Qin et al, 2002). Um
importante papel das proteinas BCL-XI e BCL-2 como reguladoras da apoptose é a
capacidade de inibir a transicdo da permeabilidade mitocondrial e bloquear a liberagao
do citocromo c¢ e o fator indutor de apoptose (AIF) da mitocdndria, dessa forma,
promovendo a sobrevivéncia celular. Embora BCL-XL e BCL-2 atuem como
supressores da apoptose dependente da mitocdndria, a capacidade destes em
promover a sobrevivéncia parece ser diferente e pode variar entre os tipos celulares.
A inibicdo forcada de BCL-XL aumentou a sensibilidade de trés linhagens de céncer
de ovario a cisplatina e paclitaxel (Dodier e Piche, 2005). Da mesma maneira, Williams
et al. (2005) demonstraram que a expressao de BCL-XL esta associada a quimio-
resisténcia e recorréncia da doenga em carcinoma de ovario. A expressdo de
proteinas anti-apoptéticas como BCL-XL e BCL-2 foi detectada na maioria dos
tumores sdlidos. A inibicao farmacolégica da expressao de BCL-XL e BCL-2 aumentou
a apoptose em células de mesotelioma (Hopkins-Donaldson et al., 2003).

No presente estudo, a inibicdo do gene BCL-XL (funcdo anti-apoptética) se
correlacionou com a ativagdo do programa de morte por apoptose induzida pelo
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tratamento com 25 uM de cisplatina. O balango da expressado de varios membros da
familia BCL-2 pode determinar a extensdo na qual a morte € promovida ou impedida.
No presente caso, a repressdo de um fator anti-apoptético pode ter contribuido,
juntamente com a acgdo de outros fatores, para a indu¢cdo de apoptose nas células
U343 MG-a.

A compreensao dos fatores genéticos que regulam o balanco entre apoptose e
sobrevivéncia celular é fundamental no sentido de elucidar os mecanismos
moleculares pelos quais a cisplatina exerce a sua atividade citotoxica (Qin et al.,
2002). Esta resulta da inibicdo da duplicacdo do DNA pelos aductos formados pela
interagdo da droga com o DNA. Entretanto, os eventos sucessivos ao tratamento com
a cisplatina, capazes de mediar o processo de morte celular (incluindo-se a apoptose)
ndo sao ainda compreendidos, podendo envolver a regulacdo da expressdo de
multiplos genes atuando de forma coordenada.

Em mamiferos, a ma regulagdo ou a perda de certos genes nao previamente
relacionados com a manutengdo da estabilidade do genoma foram mostrados
contribuir para a instabilidade genémica, indicando que proteinas do reparo do DNA e
ciclo celular ndo sao as unicas mediadoras desta funcgao vital para as células (Snyder
e Morgan, 2005). No presente trabalho, foi observada uma repressdo de genes
pertencentes a diferentes classes, muitos ndo previamente associados a respostas ao
estresse genotoxico.

Em face a inducdo de aductos no DNA, foi relatado que as células sao
incapazes de continuar os processos metabdlicos normais, como a duplicagido
(Heiger-Bernays et al., 1990; Oswald et al., 1990) e a transcricao (Tornaletti et al.,
2003; Cullinane et al., 1999), até o reconhecimento e a tentativa de remo¢ao dessas
lesdes pelos mecanismos de reparo do DNA. Alternativamente, algumas células
proficientes para a sintese translesdo sao capazes de tolerar tais tipos de danos.
(Vaisman et al.,, 1999; Mamenta et al.,, 1994). O modelo de reparo dos crosslinks
baseia-se essencialmente em HR e NER (Cole et al., 1976; Thompson, 1996; De Silva
et al., 2000; Mu et al., 2000). Entretanto, estudos recentes demonstraram a
participacao de proteinas, tais como a CHK1 (Sorensen et al., 2005), CHK2 (Zhang et
al., 2004) e CDKs (Esashi et al., 2005, Aylon et al., 2004, Ira et al., 2004), que ndo sao
diretamente relacionadas ao reparo do DNA, mas participam na localizagédo dos sitios
de danos e possivelmente na ativagao do reparo HR.

Um aumento na eficacia do tratamento de tumores cerebrais pode resultar da
identificacdo de diferengas intrinsecas e induziveis entre células normais e malignas.
Alvos potenciais para esta estratégia de explorar a vulnerabilidade molecular incluem
genes e proteinas de resisténcia que séo ativados nas células tumorais pela exposi¢cao
a quimio- ou radioterapia. Muitas drogas antitumorais utilizadas contra tumores

cerebrais, como agentes alquilantes e inibidores de topoisomerase, causam danos no
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DNA ou bloqueiam a duplicagdo e o reparo do mesmo. Em conseqléncia,
dependendo da extensao das alteragdes, as células podem sofrer apoptose ou outros
tipos de morte celular, que podem ser manipuladas (Weaver et al., 2003).

Muitos genes envolvidos no processo de apoptose ou sobrevivéncia celular
foram modulados apés o tratamento com a cisplatina neste trabalho. Alguns desses
genes nao possuem uma funcao apoptética diretamente, mas regulam processos ou
vias que possam culminar na apoptose ou sobrevivéncia indiretamente. Além da
analise empregando o programa SAM, o qual nos revelou apenas genes reprimidos
sob o tratamento com a cisplatina, também foi realizada a analise de agrupamento dos
genes por semelhancga de perfis de expressao, ou seja, de tal forma que genes que
co-expressam encontram-se no mesmo agrupamento; dessa maneira, quatro
agrupamentos principais foram considerados, sendo que estes retratam as respostas
das células U343 MG-a ao tratamento com 25 yM de cisplatina por 48 h. Os genes
selecionados pelo SAM que n&o se encontram em nenhum dos agrupamentos
selecionados, mas por possuirem fungdes semelhantes ou participarem de uma
mesma via, serdo discutidos juntamente com os genes agrupados.

No primeiro agrupamento escolhido (Figura 13) encontram-se os genes
MMP12, MARK1, MAPK9 (JNK2), TIMP2 e CALU. Esses genes estao relacionados
com os processos de invasao ou metastase (MMP12, MARK1, TIMP2 e CALU) e com
apoptose ou sobrevivéncia (JNK2). Todos foram reprimidos, sendo que o0s genes
MARK1, TIMP2 e CALU foram apontados como estatisticamente significativos (p <
0,05) pelo programa SAM.

Muitos processos bioldgicos normais, incluindo reproducéo, desenvolvimento
fetal e cicatrizagdo sao criticamente dependentes da degradacao controlada da matriz
extracelular (ECM). Entretanto, a degradagao excessiva dos componentes da matriz
também ocorre em certas condigbes como o cancer. O papel biolégico de MMP12
(matrix metalloproteinases 12) na progressao tumoral ainda nao é claramente
compreendido, mas este parece estar envolvido na degradacdo de componentes da
membrana basal. Em cancer de células escamosas, a auséncia de MMP12 esta
relacionada a um bom progndéstico. A super-expressao de MMP12 foi detectada em
cancer cervical, sugerindo que este gene participa do processo de invasao nesse tipo
de tumor (Vazquez-Ortiz et al., 2005). MMP12 ja foi relacionado a gliomas, mas ainda
€ necessario mais estudos para entender o papel desse gene no processo de invasao
nessas células (Nakada et al., 2003).

A degradacédo proteolitica da matriz extracelular é um aspecto fundamental no
desenvolvimento do cancer e um evento chave na angiogénese e metastase tumoral.
As metaloproteinases de matriz (MMPs) degradam a membrana basal e a matriz
extracelular, facilitando a migragao celular, invasdo tumoral e metastase (Ross et al.,

2003), o que contribui para a progressao do tumor. Todas as MMPs sao produzidas
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em uma forma latente (pro-MMP), requerendo ativacdo para exercerem atividade
catalitica, um processo que é geralmente acompanhado pela remog¢do do dominio
propeptideo (Toth et al., 2000). TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases) sdo os
principais reguladores endégenos das MMPs e consistem de quatro membros
homdlogos (TIMP1-4). TIMPs sao proteinas multifuncionais que inibem a invasao
celular in vitro e a tumorigénese e metastase in vivo. A expressdo de TIMP foi
associada tanto com a supressao tumoral ou efeitos anti-metastaticos quanto com
promocao tumoral em certos tipos de cancer (Ross et al., 2003). No presente trabalho,
TIMP?2 foi reprimido apds o tratamento com a cisplatina.

Foi relatado que muitos TIMPs podem diretamente afetar o crescimento celular
€ a sobrevivéncia, independentemente das suas agdes sobre as MMPs (Baker et al.,
2002; Ross et al., 2003; Kuvaja et al., 2005). TIMP2 estimula o crescimento de células
de linfoma e fibroblastos (Baker et al., 2002). Muitos TIMPs estdo associados com a
progressao tumoral, embora, paradoxalmente, outros possam suprimir a formacao de
tumor. TIMPs também apresentam efeitos divergentes em termos de morte celular.
Por exemplo, TIMP2 pode promover apoptose em um modelo de cancer colo-retal in
vivo, mas protege células de melanoma B16 quanto a apoptose (Baker et al., 2002). A
estimulagdo do crescimento celular pelos TIMPs parece ser mediada pela ativagao
dependente de cAMP da proteina kinase A e aumento da fosforilacdo da tirosina (Ross
et al., 2003).

TIMP1 e TIMP2 atuam como fatores de crescimento e fatores anti-apoptéticos
em muitos tecidos e linhagens celulares normais e malignas, além de possuirem
atividade anti-angiogénica (Pennanen et al., 2004). Entretanto, segundo os autores,
nao é claro se TIMP1 e TIMP2 possuem um papel protetor contra a disseminacéo do
tumor ou se eles contribuem para o crescimento tumoral. De acordo com Ross et al.
(2003), a alta expresséao de TIMP2 esta relacionada com um pobre prognoéstico para
pacientes com cancer de prostata, o que é contrario ao papel de supressor tumoral
originalmente proposto para os TIMPs.

A caracteristica patolégica das células de glioma maligno é a sua capacidade
para extensivamente invadir o parénquima cerebral nas regides circunvizinhas do
tumor, particularmente a matéria branca, tornando, dessa maneira, as terapias focais
incapazes de controlar o crescimento tumoral, resultando em uma recorréncia
inevitavel (Nakada et al., 2003). As células de glioma parecem penetrar no tecido
cerebral normal adjacente por meio do rompimento de componentes da matriz
extracelular (Nakada et al., 2003; Lu et al., 2004). Embora avancgos significativos em
termos de tratamentos dos pacientes com gliomas tenham emergido recentemente, o
seu impacto na resposta clinica de pacientes tem sido ainda insignificante.

Resultados conflitantes sdo encontrados na literatura no que diz respeito a
expressao de TIMP2 em gliomas. Alguns autores demonstraram um baixo nivel de
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expressao em glioblastomas (Kachra et al., 1999; Hur et al., 2000) enquanto outros
ndo mostraram nenhuma correlacdo entre o nivel de TIMP2 e o grau do tumor
(Nakada et al., 2001; Groft et al., 2001). Entretanto, dados de que a super-expressao
de TIMP2 diminui a capacidade de invasdo das células de glioma sugere que TIMP2
pode ser um regulador chave na capacidade de invasdo das células de glioma (Hoshi
et al., 2000). Nakada et al. (2003) mostraram que um baixo nivel de produgao de
TIMP2 esta correlacionado com uma baixa sobrevivéncia dos pacientes acometidos
pelo glioblastoma. Lu et al. (2004) sugeriram que TIMP2 reduziu o potencial invasivo
de células de glioma U87 possivelmente através da inibicdo da atividade de MMP2 e
MMP9. De acordo com os autores, os niveis de MMPs sio positivamente
correlacionados ao grau dos gliomas malignos, apesar de que os niveis de TIMP2 sao
negativamente correlacionados.

O forte carater infiltrante, aliado a dificuldade da remogéo cirdrgica completa é
um dos mais importantes fatores relacionados ao pobre prognéstico para pacientes
portadores de glioma, embora esse tipo de tumor raramente leve a metastase. Assim,
a morbidade e mortalidade para casos de glioma de alto grau estdo diretamente
associadas a capacidade desses tumores de invadir e infiltrar-se nos tecidos vizinhos
(Lu et al., 2004).

Componentes do micro-ambiente tumoral como a matriz extracelular e outros
fatores (fatores de crescimento, horménios) podem influenciar a resposta das células
as drogas antineoplasicas. Ha evidéncias sugerindo que o contato célula-célula pode
afetar a resisténcia a drogas (St Croix e Kerbel, 1997). Esses dados sugerem que as
células cancerosas podem ativamente rearranjar seu ambiente para criar interagdes
favoraveis com a matriz extracelular e diminuir a sua sensibilidade a apoptose (Wernyj
e Morin, 2004). Muitas formas de resisténcia a drogas sao diretamente atribuidas ao
micro ambiente tumoral (Mellor et al., 2005).

Um grupo de proteinas ligadas ao calcio parece ser fortemente modulado em
resposta a cisplatina, de acordo com o estudo realizado por Castagna et al. (2004).
Calumenina, pertencente a subfamilia CREC de proteinas ligadas ao calcio, esta
envolvida na regulagdo dos niveis de calcio celular. As proteinas CREC séao
encontradas na via secretora e a maioria destas possuem fungao de chaperona (Wajih
et al., 2004). Esta proteina esta inserida no reticulo endoplasmatico e contém sete
sitios de ligagao ao calcio de baixa afinidade. Embora seu preciso papel biolégico nao
esteja claro, Castagna et al. (2004) relataram que a sua presenca exclusivamente em
células resistentes poderia sugerir um papel importante durante o inicio da quimio-
resisténcia. O calcio liberado do reticulo endoplasmatico sob condi¢cdes de estresse é
um mecanismo bem conhecido para indugdo de apoptose, baseado na ativagao
enzimatica da caspase 12, mediado pela calpaina, uma cisteina-protease dependente
de calcio. Desse modo, seria razoavel supor que os niveis aumentados de calumenina
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nas células resistentes a cisplatina poderiam ser responsaveis pelo sequestro de
calcio e, por consequéncia, relacionados com a redugao da apoptose (Castagna et al.,
2004). Uma modulacao similar de calumenina foi encontrada por Wu et al. (2002) em
carcinomas de cabecga e pescoco.

CALUP (precursor de calumenina) também foi identificada como uma proteina
associada a metastase, a qual é reprimida em linhagens celulares altamente
metastaticas de cancer de cabecga e pescoco. No entanto, uma vez que os gliomas
raramente sofrem metastase, possivelmente neste trabalho a repressao deste gene
esta mais relacionada com a ativacao da apoptose do que com a metastase. Os niveis
diminuidos de CALUP também foram detectados em células MHCC97-H. Entretanto, o
mecanismo de envolvimento dessa proteina no processo de metastase tumoral
permanece desconhecido (Ding et al., 2004).

MARK1 é um membro da familia MARK (microtube affinity regulating kinase).
Estudos prévios sugeriram que MARK poderia fosforilar proteinas associadas a
microtubulos (tais como tau, MAP2 e MAP4) em seus dominios de ligagdo e causar a
sua dissociagdo e um aumento da dindmica dos mesmos. A expressao de MARK1
parece ser mais elevada em tecidos fetais comparada a tecidos adultos (Sun et al.,
2004). Esses autores relataram que MARK1 pode muito possivelmente desempenhar
um papel na diferenciacdo e desenvolvimento de malignidades no pulmao. O gene
MARK1 também foi encontrado reprimido apds o tratamento com a cisplatina neste
trabalho.

JNKs séo ativadas por uma variedade de sinais de estresse, muito embora a
consequéncia funcional dessa ativacdo dependa do tipo celular (Hochedlinger et al.,
2002). JNK1 e JNK2 sao membros da familia das MAPKSs, a qual ainda inclui ERK e
p38 (MacCorkle e Tan, 2004). Os principais substratos de JNK incluem o fator de
transcrigao c-Jun, ATF-2, Elk-1 e TP53 (Potapova et al., 2000).

A ativacdo de JNK levou a indugcdo de apoptose ou proliferagdo celular e
transformacgao, dependendo do tipo celular e estimulo (Sabapathy et al., 2004). A
inibicdo de JNK2 causou uma substancial elevagao das freqiiéncias de apoptose em
células HelLa (MacCorkle e Tan, 2004). JNK2 tem um papel mais significativo na
progressao de tumores gliais primarios que as outras isoformas de JNK (Tsuiki et al.,
2003). A inibicdo de JNK2 aumenta a apoptose e impede a progresséo no ciclo celular
em linhagem de glioblastoma T98G (Potapova et al., 2000). Em um trabalho anterior,
esses autores mostraram que a induc¢ao de JNK apés o dano causado pela cisplatina
pode estar relacionada a ativagao de mecanismos de reparo em células de glioma e a
um consequente aumento da viabilidade dessas células (Potapova et al, 1997).
Portanto, pode-se sugerir que, no presente trabalho, a repressdo de JNK2 pode ser
correlacionada com a indugdo de apoptose pelo tratamento com a cisplatina nas
células de glioma U343 MG-a.
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No agrupamento 2 (Figura 14) encontram-se os genes INSR, SMC1L1 e GNB1,
os quais foram reprimidos apos o tratamento com a cisplatina. Esses genes participam
do mecanismo de reparo de DSBs induzidas pelo tratamento com a cisplatina (INSR e
SMC1L1) e com a transducao de sinal (GNB17). Todos esses genes, com excegdo do
INSR, foram apontados como genes reprimidos (analise pelo SAM).

O gene INSR (insulin receptor) é expresso em varias regides do cérebro adulto
e em desenvolvimento. A ligagdo da insulina leva a uma rapida autofosforilagdo do
receptor de insulina, seguido pela fosforilagdo da tirosina do substrato do receptor de
insulina (IRS), o qual induz a ativagao de vias downstream como a PI3K e a MAPK.
Insulina e IGF-1 tém um papel na sobrevivéncia neuronal in vitro e in vivo. A insulina
inibe a apoptose neuronal via ativagédo da PKB (Plum et al., 2005). Hartmann et al.
(2005) mostraram um importante papel do IGF-Il no controle da proliferagdo em
células de meduloblastomas. A via PI3K € uma das mais potentes vias de sinalizagao
pré-sobrevivéncia. A ativagdo desta esta intimamente associada ao aumento do grau
do tumor, diminuicdo da apoptose e com as respostas clinicas adversas em pacientes
com glioma (Chakravarti et al., 2004).

Foi relatado que o substrato do receptor de insulina 1 (IRS-1), que é a principal
molécula sinalizadora do IGF-IR, interage diretamente com Rad51, levando a um
aumento de HR através de um sinal de IGF-IR ativado por um mecanismo que
controla a translocacido de Rad51 para o sitio do dano. Células com um baixo nivel de
IGF-IR ou que expressam um mutante que falha ao fosforilar IRS-1, retém Rad51
dentro do compartimento perinuclear e mostram significativamente menos reparo por
HR. O IGF-IR (receptor for insulin growth factor) € uma tirosina quinase associada a
membrana. O receptor ativado por ligante envia fortes sinais anti-apoptéticos e
mitogénicos suportando o crescimento normal e patolégico da célula (Trojanek et al.,
2003). O trabalho desses autores aponta para o papel direto do IRS-1 no reparo de
DSBs induzidas pela cisplatina por meio do mecanismo HR.

Merkel et al. (2003) demonstraram que a ativacdo do receptor de insulina
produz um aumento na expressao génica e acumulo de proteina XPD (esta proteina
esta relacionada ao reparo tipo NER). Os autores também mostraram que a insulina
regula a sintese de XPD primariamente através da via de sinalizacdo dependente de
RAS. Esses dados sao consistentes com relato mostrando que a ativagao do receptor
IGF-1 aumenta a protecao celular contra a radiagcdo UV e aumenta a capacidade das
células em reparar os danos causados por esse agente (Heron-Milhavet et al., 2001).

O gene SMC1L1 foi reprimido apds o tratamento com a cisplatina, de acordo
com a analise empregando o programa SAM e encontra-se no agrupamento 2 As
proteinas SMC (structural maintenance of chromosomes) sao altamente conservadas
em eucariotos e elas formam trés heterodimeros em combinagbes especificas: SMC1
e SMC3 constituem o cerne de complexos coesinas € SMC2 e SMC4 séo
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componentes dos complexos condensina. SMC5 e SMC6 fazem parte de um
complexo relacionado com o reparo do DNA e respostas a checkpoints (Losada e
Hirano, 2005). Essas proteinas sdo essenciais para a coesao da cromatide-irma e
atuam na condensagao cromossdémica, compensacgado de dose génica e no reparo do
DNA (Schar et al.,, 2004). H4 um grande conjunto de evidéncias de que a agéo
conjunta de coesinas e condensinas contribua para a segregacado fidedigna dos
cromossomos durante o ciclo mitotico. As coesinas estabelecem a coesdo entre as
cromatides-irmas, isto é, entre as fitas de DNA em duplicagdo na fase S (Losada e
Hirano, 2005).

Em células de mamiferos, SMC1 ¢é fosforilada por ATM em resposta a radiagao
ionizante. Células de murino expressando uma forma nao fosforilada de SMCH1
mostrou uma sobrevivéncia diminuida somente apos o dano no DNA, sugerindo que
esta modificagao da coesina é requerida para o seu papel no reparo do DNA, mas nao
para a sua fungao essencial na coeséao (Kitagawa et al., 2004). SMC1 é requerida para
o eficiente e acurado reparo de uma variedade de DSBs e lesdes no DNA por meio de
um mecanismo que afeta o engajamento e resposta de HR e NHEJ (non homologous
end joining) (Schar et al., 2004). Os autores demonstraram o requerimento de SMC1
no reparo de DSBs induzidas pelo dano no DNA causado pela cisplatina e radiagao
ionizante.

A cisplatina predominantemente induz crosslinks intracadeia no DNA, sendo
que frequentemente, esses aductos sado eliminados pelo sistema de reparo NER.
Entretanto, se estes escaparem da remocéo pelo NER, irdo bloquear a duplicagdo do
DNA e, portanto, gerar estruturas de DNA que requerem a resolugdo por
recombinagdo. Ainda, foi verificado que mutantes smc7-2 sdo hiper-sensiveis a
cisplatina. A hiper-sensibilidade do duplo mutante smc7-2 rad52A foi aditivamente
aumentada (Rad52 faz parte do reparo homologo) concluindo que o efeito aditivo do
duplo mutante smc1-2 rad52A na sensibilidade a cisplatina reflete o funcionamento
deficiente de vias de reparo de DNA diferentes do NER (Schar et al., 2004). Portanto,
as interacbes genéticas implicam um papel para Smc1p no reparo ou tolerancia aos
aductos de cisplatina-DNA por uma via adicional ao reparo homdlogo dependente de
rad52p.

No presente trabalho, observou-se uma repressao significativa do gene
SMC1L1 e indugdo de apoptose nas células U343 MG-a. O sistema de reparo
homologo também participa da remogéo dos danos causados pela cisplatina, ja que
esta droga também induz DSBs. SMC1, como mencionado acima, toma parte no
reparo de DSBs induzidas no DNA. O dano causado pelo tratamento com uma alta
concentragao de cisplatina pode ter sido excessivo, ja que inibiu a expressao de SMC1
(envolvido no reparo), e dessa maneira, converteu a resposta ao tratamento em morte
celular por apoptose.
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Um outro gene significativamente reprimido pela cisplatina foi GNB1. O gene
GNB1 (Guanine nucleotide binding protein (G protein), beta polypeptide 1), o qual atua
na via de sinalizacdo do receptor de acetilcolina e pode, portanto, estar relacionado
com a transducdo de sinal em células neurais; este foi encontrado inibido em
linhagens de neuroblastoma (Janoueix-Lerosey et al., 2004). As células devem ter a
capacidade para transmitir informacdes da sua membrana para o nucleo, como uma
forma de responder aos estimulos externos. A transmissédo de informacéao, referida
como transdugdo de sinal, ocorre através de uma complexa rede de membranas
ligadas e moléculas, incluindo proteinas, lipideos e ions. Um dos mais bem
caracterizados grupos de proteinas de sinalizagdo € o grupo das proteinas de ligacao
a guanosina tri-fosfato (GTP) ou proteinas G. Essas proteinas citoplasmaticas estao
envolvidas na iniciagdo e regulacido de um numero de diferentes vias de sinalizagao
intracelular que controlam uma variedade de respostas celulares, tais como
proliferacdo, migracao e diferenciacdo. Devido ao fato dessas proteinas serem
componentes de muitas vias de sinalizacdo envolvendo sinais mitogénicos ou de
crescimento, a regulacdo anormal da sinalizagdo das proteinas G frequentemente
resulta em transformacao celular. O fato de que muitos diferentes tumores neurais
possuem sinalizacdo da proteina G anormal atesta a importancia destas na regulagao
dos sinais mitogénicos. As proteinas G RAC e RHO s&o conhecidas por estarem
relacionadas com a migragdo das células tumorais cerebrais e movimentos do
citoesqueleto (Woods et al., 2002).

No agrupamento 3 (Figura 15) destacam-se alguns genes envolvidos com o
processo de apoptose, como TNFRSF108 (DR5), SRPK2 e CRADD, além do gene
NEDD5 que esta relacionado com a citocinese em células de tumores cerebrais.
Interessantemente, neste trabalho todos esses genes foram induzidos em resposta ao
tratamento com a cisplatina, conforme demonstrado pela analise de agrupamento.

DRS5 (death receptor 5) esta relacionado com a indugao de apoptose (Jin et al.,
2005). O estimulo apoptético, incluindo genotoxinas, ativa a expressdo de DRS,
sensibilizando as células a morte por apoptose Shetty et al. (2005) determinaram que
genotoxinas aumentam a expressao de DRS através da ativacdo dos fatores de
transcricdo TP53 e NFkB. Esses autores verificaram que TP53 e NFkB sao requeridos
para a expressao de DR5 induzida por etoposide em células derivadas de epitélio. O
NFkB esta envolvido na sobrevivéncia celular e apoptose. Foi relatado que essa
funcao contraditéria poderia ser devida a subunidades diferencialmente reguladas do
NFkB. A subunidade p65 é requerida para a expressao do gene BCL-XL e a
subunidade c-Rel é requerida para a ativagao de DR5 (Chen et al., 2003; Shetty et al.,
2005). Em condi¢des apoptoticas, a subunidade p65 se liga aos promotores de BCL-
XL e XIAP, diminuindo a expressao desses genes. Nagane et al. (2000) mostraram

que agentes que causam danos no DNA como cisplatina e VP16 levaram a ativagao
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de DR5 na maioria das células de glioma testadas, similarmente aos resultados
observados no presente trabalho.

CRADD (casp2 and ripk1 domain-containing adaptor with death domain)
também esta envolvido no processo de apoptose, com papel na ativagao de caspases
(Ahmad et al., 1997). A super-expressao de CRADD em células de mamiferos induziu
apoptose e a auséncia de expressdo pode contribuir para a apoptose alterada em
células de linfoma (Hofmann et al., 2001). Esses dados indicam que as células U343
MG-a induziram sinais direcionados para a morte celular em resposta a cisplatina.

SRPKs desempenham um importante papel nas vias de sinalizacéo
governando a apoptose. SRPK1 e SRPK2 (SFRS protein kinase 2) sao eficientemente
clivadas in vivo durante a apoptose em uma maneira dependente de caspase, sendo
esta clivagem inibida in vivo pela super-expressdo de BCL-2 ou BCL-XL. A clivagem
de moléculas sinalizadoras por caspases ou outras proteases em resposta ao estresse
celular tem um papel importante em muitos aspectos do fendtipo apoptético (Kamachi
et al., 2002).

As septinas sdo uma familia de GTPases do citoesqueleto possuindo um papel
durante a citocinese. NEDD5 é uma septina de mamiferos conhecida por associar-se
com estruturas baseadas em actina, como fibras de estresse. Esse gene é expresso
em uma série de linhagens celulares de tumores cerebrais (Sakai et al., 2002).

O agrupamento 4 (Figura 16) envolve os genes BCL2 like (BCL-XL), RRASZ2 e
AHRA (RHOA). Estes também estao relacionados com a apoptose. BCL-XL e RHOA
foram significativamente reprimidos apdés o tratamento com a cisplatina, e se
agruparam juntamente com o gene RRAS2. O gene BCL-XL ja foi discutido
anteriormente. O gene RRAS2 (related RAS viral (r-ras) oncogene homolog 2) também
conhecido por TC21, faz parte da familia RAS de GTPases (Sharma et al., 2005).
Esses autores sugeriram que TC2171 pode estar envolvido na regulagdo nuclear de
PI3K. A via PI3K tem um importante papel na transformagdo mediada pelo TC271 e
sobrevivéncia celular (Arora et al., 2005). TC21 esta relacionado com estagios iniciais
da tumorigénese no esbdfago (Sharma et al., 2005).

RHO GTPases (Ras homolog) sdo os principais reguladores da dindmica do
citoesqueleto em células eucaridticas e, conseqlientemente, tém um papel crucial em
processos biolégicos envolvendo o citoesqueleto, tais como controle da forma e
motilidade celular. Além disso, as RHO GTPases afetam outras respostas celulares,
como a regulagao da transcri¢ao, proliferagao celular e transformacao. Dessa forma, o
papel de RHO GTPases como reguladores positivos da progresséo do ciclo celular e
transformacéo celular esta firmemente estabelecido (Villalonga et al., 2004).

As proteinas RAS e RHO GTPases constituem mediadores importantes dos
processos celulares em resposta a diversos estimulos, tais como crescimento celular,
apoptose, metabolismo de lipideos, cito-arquiterura, trafego através de membranas e
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regulagdo transcricional. Entretanto, o aspecto negativo dessas proteinas
multifuncionais esta relacionado a ativagao constitutiva destas (por mutagdes de ponto
ou super-expressao), tornando-as insensiveis a sinais regulatérios. Neste caso, essas
GTPases acionam sinais especificos que levam a um crescimento celular
descontrolado, aumento da angiogénese, inibicdo da apoptose e instabilidade
genética, o que resulta em desenvolvimento tumoral (Aznar e Lacal, 2001).

Ha evidéncias de que RHOA estimula multiplos eventos de sinalizagao, cuja
relativa contribuicdo para o crescimento celular e transformacao esta longe de ser
completamente compreendida. Foi demonstrado que RHOA pode promover a
expressdo de c-jun e que a atividade das proteinas Jun é requerida para a
transformacao celular induzida por RHOA. RHOA estimula uma cascata de quinases
resultando na ativagdo de JNK através de ROCK (RHO Kinase), em paralelo a sua
capacidade de regular o citoesqueleto de actina. JNK, por sua vez, regula eventos
nucleares por meio da fosforilagdo direta de fatores de transcri¢cao ligados ao promotor
c-jun. A capacidade de ROCK em estimular JNK prové um mecanismo celular pelo
qual RHOA e seus GEFs (guanine exchange factors) possam estimular JNK
(Marinissen et al., 2004).

Hippenstiel et al. (2002) mostraram que proteinas RHO sao essenciais para a
ativagdo de NFkB dependente de TNF-a em células endoteliais humanas. Além disso,
a inibicdo da proteina RHO nao bloqueou a degradagao de IkBa ou IkB3 dependente
de TNF-a mas reduziu a translocacdo de NFkB, a ligacdo ao DNA e a transcricdo
génica dependente de NFkB. Rattan et al. (2003) mostraram que RHOA pode
negativamente regular NFkB, ou seja, a inibicdo de RHOA leva a ativagdo de NFkB via
ativagao de IKKa e indugdo de iNOS. Esses autores relataram que a repressao de
RHOA ativa a via NFkB-CBP/p300, a qual induz a expressao de iNOS em células de
glioma C6.

Kang et al. (2005) demonstraram que RHOA regula E2F-1 em carcinoma de
prostata (PC-3), dessa forma liberando as células do bloqueio em G1/S.
Adicionalmente a perturbacdo no ciclo celular, os autores também verificaram que
RHOA regula a via apoptética, a qual inclui clivagem da caspase 8, BID, caspase 3 e
PARP. Especificamente, RHOA e caRHOA aumentaram a resisténcia a apoptose
induzida por etoposide, 5-fluoruracil (5-FU) e taxol, enquanto aumentaram a
sensibilidade a vincristina, o que claramente demonstra um padrao diferencial de
mecanismo de agdo das drogas. Portanto, RHOA pode atuar como um modulador
diferencial da morte celular induzida por agentes antitumorais, o que pode gerar
informagdes importantes para o desenvolvimento de protocolos de tratamento. Ader et
al. (2003) mostraram que a inibigdo de RHO leva a uma radio-sensibilizacdo em

células de glioblastoma. No presente trabalho, a inibicdo de RHOA, causada pelo
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tratamento com a cisplatina, pode estar relacionada com a sensibilizacdo das células
U343 MG-a a essa droga.

A inibicao de ROCK e o consequente desarranjo das fibras de estresse tém
sido relacionados com a indugdo de apoptose em varios tipos celulares (Moore et al.,
2004). Além das alteragbes do citoesqueleto, outras modificagbes préprias do
processo apoptotico, como externalizagdo da fosfatidilserina, vesiculagao,
arredondamento e destacamento das células podem ser causadas pela inibicdo de
ROCK ou de RHO GTPases (Spano et al., 2000). Além disso, Moore et al. (2004)
demonstraram que a inibicdo de ROCK rompe o citoesqueleto de actina e gera
apoptose em células epiteliais do trato respiratério. Da mesma maneira, o trabalho de
Agarwal et al. (2002) sugere que lovastatina, um inibidor de RHOA, pode induzir
apoptose em células epiteliais intestinais.

Recentemente, um numero de trabalhos tem mostrado que a expressado de
RHOA foi aumentada em alguns tipos de tumores, como cancer de mama, ovario e
gastrico (Fritz et al.,, 1999; Liu et al., 2004) e que o nivel de expressdao de RHOA
parece estar positivamente correlacionado com o progresso desses carcinomas,
sugerindo que RHOA possa ter uma fungao importante na tumorigénese e progressao
tumoral. De acordo com Liu et al. (2004), a inibicao da expressdo de RHOA por siRNA
poderia suprimir o crescimento celular de cancer gastrico e aumentar a sensibilidade
dessas células a drogas quimioterapéuticas.

A expressao de outras GTPases, como RAB5 e RAC1, além de RHOA, as
quais sao reguladores da maquinaria endocitica, foi reduzida em células resistentes a
cisplatina, KB-CP20 (derivada de carcinoma epidérmico humano) e 7404-CP20
(derivada de carcinoma de figado humano) (Shen et al., 2004). Em células de glioma
U343 MG-a, utilizadas no presente trabalho, o gene RHOA foi significativamente
reprimido apds o tratamento com a cisplatina (25 uM por 48 h).

O gene LIMK2, o qual ndo faz parte de nenhum dos agrupamentos
mencionados, mas esta na mesma via de RHOA, também foi significativamente
reprimido (analise pelo programa SAM) apds o tratamento com a cisplatina, e,
portanto, sera discutido a seguir. LIMK2 ¢ especificamente ativado por ROCK
downstream a RHOA (Maekawa et al., 1999; Sumi et al., 2001). Recentes estudos
sugerem que LIMK2 é ativado por RHO e ROCK e induz a formagao de fibras de
estresse, adesao focal e vesiculagdo na membrana durante o processo apoptético.
Inibidores de caspase bloqueiam a condensagdo da cromatina e a fragmentacao
nucleossémica, mas nao a formacao de vesiculas na membrana, sugerindo que esta é
regulada independentemente de vias induzidas por caspase. Entretanto, 0 mecanismo
molecular pelo qual LIMK2 é ativado downstream a RHO permanece a ser elucidado
(Amano et al., 2001). LIMK1 e LIMK2 sao predominantemente expressados em tecidos
neurais fetal e adulto, tais como cérebro, corddo espinhal e érgdos sensores, 0 que
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sugere que LIMK exerce um papel importante no desenvolvimento neural (Yang et al.,
2004).

A contragao dindmica e formagao de vesiculas da membrana vistos em células
apoptoticas sao dependentes da forga intracelular gerada pelo citoesqueleto de actina-
miosina. Esses eventos morfolégicos sdo controlados por ROCK I, efetor de RHO.
Substratos adicionais de ROCK que podem contribuir para a contratilidade de actina-
miosina sao LIMK1 e LIMK2 (Sumi et al., 2001; Croft et al., 2005). A super-expressao
de LIMKZ2 induziu a formacao de fibras de estresse e de vesiculas na membrana
(Amano et al., 2001), sugerindo que a ativacdo de LIMK1/2 deva contribuir para a
morfologia apoptética (Croft et al., 2005). As fibras de estresse e as adesdes focais (as
quais ligam as fibras de estresse a matriz extracelular) sdo muito importantes para a
adesao das células ao substrato ou as células vizinhas, e, geralmente, as fibras de
estresse sao perdidas quando as células rompem o contato com o substrato (Riento e
Ridley, 2003).

LIMK2 é ativado especificamente por RHOA e CDC42, pertencentes a familia
RHO GTPases (Sumi et al., 2001), e portanto, a repressao de RHOA apds o
tratamento com a cisplatina pode ter levado a uma represséo de LIMK2.

Células metastaticas tém propriedades tais como adesdo a camadas celulares
hospedeiras e subsequiente migragao transcelular, o0 que envolve agao integrada de
muitos produtos génicos, a maioria dos quais culminam em modular o citoesqueleto de
actina, que é crucial para a morfogénese celular, motilidade, adesido e citocinese
(Suyama et al., 2004). A motilidade celular é essencial para que as células tumorais
malignas sejam capazes de invadir tecidos vizinhos (Matsumoto et al., 2001), sendo
que o glioblastoma é caracterizado por uma agressiva invasao tumoral, tornando a
remogao cirurgica completa quase impossivel (Lu et al., 2004). A via RHO/ROCK/LIMK
esta provavelmente envolvida com as propriedades metastaticas de tumores. Suyama
et al. (2004) mostraram que a reducao da proteina LIMK2 restringe as propriedades
metastaticas das células sem afetar a sua proliferagdo. Esses resultados sugerem que
a via RHO/ROCKI/LIMK pode ser considerada um alvo potencial para a terapia anti-
metastase.

Os genes ING1, NFKBIE, DYRK3 e P4HB, os quais foram significativamente
reprimidos sob analise pelo SAM, ndo se agruparam com os genes descritos acima,
mas como sao relacionados a apoptose ou sobrevivéncia celular, serdo discutidos a
seqguir.

ING1 é raramente mutado, mas sua expressao é frequentemente reduzida em
tumores humanos (Cheung e Li, 2001; Gong et al., 2005). Ha evidéncias de que a
familia de proteinas ING1 apresenta fungdes regulatérias na oncogénese, apoptose,
reparo do DNA, regulagao do ciclo celular e angiogénese (Tallen et al., 2004; Gong et
al., 2005). P33ING1 (inhibitor of growth 1) foi identificado em um sistema de selecao
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para genes cuja inativagao promove a transformagao neoplasica (Cheung e Li, 2001;
Goeman et al., 2005). P33ING1 é uma proteina nuclear que interage com o supressor
tumoral TP53, sendo que a sua super-expressao inibe a progressao do ciclo celular na
fase G1 de uma maneira dependente de TP53 (Goeman et al., 2005). A expressao
aberrante ou mutagdes no gene P33ING1 foram relatadas em tumores primarios e
linhagens tumorais de diferentes origens, incluindo neuroblastoma, linhagens celulares
linféides, cancer de mama, cancer gastrico e carcinomas de cabeca e células
escamosas. Além disso, P33ING1 parece participar na regulagdo da longevidade
celular. Os niveis de P33ING1 sao aumentados em fibroblastos e células epiteliais
humanas senescentes, enquanto a inibicdo da expressao génica de ING1 levou a uma
extensdo do tempo de vida replicativo de fibroblastos humanos primarios (Goeman et
al., 2005). Esses autores mostraram que a expressao ectopica de P33INGT é
suficiente para induzir um bloqueio do ciclo celular em fibroblastos humanos primarios
com muitas caracteristicas de senescéncia celular, sugerindo um importante papel
deste gene na implementagéo do bloqueio da senescéncia.

Desde que varios estudos tém relacionado o P33ING1b na regulagao da TP53,
a inibicdo de P33ING1b em gliomas astrociticos pode contribuir para a perda do
controle do crescimento e imortalizagdo, mesmo naqueles tumores com uma fungao
intacta do TP53 (Tallen et al., 2004). Embora a expressédo de P33ING1b e TP53 nao
seja diretamente correlacionada, estas mostram uma sobreposicdo funcional nos
processos de apoptose e bloqueio no ciclo celular. Além disso, a super-expressao de
P33ING1b pode ativar genes alvos de TP53, incluindo CDKN1A (p21VA"") e BAX.
Esses dados sugerem que ING71 pode parcialmente exercer seu efeito inibidor do
crescimento em cooperagdo com o TP53 (Gong et al., 2005). Qin et al. (2002)
mostraram que em células Hep3B (carcinoma hepatocelular) o gene P33ING1 foi
induzido apés o tratamento com 16 ug/ml de cisplatina por 12 h, contrario ao ocorrido
no presente trabalho, onde esse gene foi reprimido apds o tratamento por 48 h com a
cisplatina (25 pM).

Uma outra maneira pela qual a proteina P33ING1b poderia exercer os seus
efeitos bioldgicos é por meio de seu motif PIP, permitindo uma ligacdo ao PCNA
(proliferating cell nuclear antigen), induzida por dano no DNA. Isso poderia promover a
apoptose por alterar a funcdo do PCNA através do deslocamento de proteinas
especificas envolvidas no controle do ciclo celular e reparo do DNA, tais como
GADD45 ou CDKN1A (Scott et al., 2001; Tallen et al., 2004). Tallen et al. (2004)
avaliaram 100 pacientes com tumores do sistema nervoso central com relagdo ao
locus ING1 e verificaram que a expressao de ING71 em todos os tumores astrociticos
estudados (graus de | a IV de acordo com a OMS) foi mais baixa que em tecidos

controle do lobo temporal.
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Assim, o principal papel das proteinas ING1 relaciona-se a manutencado da
estabilidade gendmica por meio da orientacdo da resposta celular ao insulto
genotoxico em direcao a parada do crescimento e reparo ou, caso o dano seja
demasiado severo, a indugéo de morte celular (Gong et al., 2005).

NFkB é um fator de transcricdo nuclear que é ativado em certos tipos de cancer
€ em resposta a quimioterapia e radiagdo. NFKB normalmente reside no citoplasma
como uma forma inativa, em um complexo com IkBa (proteina inibidora). A fosforilagao
de IkBa por quinases upstream promove a sua degradagdo, permitindo que NFkB
transloque rapidamente para o nucleo e induza genes alvos que estdo envolvidos na
progressao do ciclo celular, apoptose, sobrevivéncia celular, adesdo/angiogénese
celular, tumorigénese e respostas imune/inflamatérias (Mabuchi et al., 2004; Ravi e
Bedi, 2004; Ghobrial et al., 2005).

As quinases IkB (IKKs) sdo responsaveis pela fosforilagdo de IkB. IKK1 (IKKa)
e IKK2 (IKKB) mediam a fosforilagdo sitio especifica de IkBs, o que aciona a
degradacao desses inibidores de NFkB. Um dos genes ativados pelo NFkB é o /kBa,
sendo que a resultante sintese de novo de IkBa restaura o nivel intracelular desse
inibidor, o qual diminui durante o curso de ativagao de NFkB (Chen e Greene, 2004).

A forma de quimioterapia usada poderia determinar se NFkB possui um efeito
pré- ou anti-apoptoético. Por exemplo, a maioria dos agentes quimioterapicos induz
muitas formas de dano no DNA e a inibicdo da ativacdo de NFkB promove morte
celular. Entretanto, foi proposto que NFkB poderia ser requerido para a morte celular
induzida por taxol e que a indugcédo de morte celular por peréxido de hidrogénio requer
NFkB (Mabuchi et al., 2004). Isto é consistente com os estudos que sugerem o papel
pré-apoptotico de NFkB, dependendo do tipo de estimulo ao qual as células sao
expostas.

Sob condigdes fisioldgicas, a ativacdo de NFkB induz resisténcia ao estimulo
apoptético por meio da ativagdo de muitas proteinas incluindo fator associado ao
receptor TNF, IAP e XIAP. No entanto, em resposta a certos estimulos, a ativacao de
NFkB pode levar a indugao de apoptose, o que pode ser explicado pela ativagao de
muitas proteinas pré-apoptéticas como IRF1 (interferon-regulated factor-1), c-myc,
TP53 e caspases, tais como a caspase 1. Em muitas infecgdes virais a indugado de
apoptose pelo virus é dependente da ativagao de NFkB (Ghobrial et al., 2005). No
presente trabalho, o gene NFKBIE (inibidor de NFkB) foi significativamente reprimido.
Essa repressdo pode estar relacionada a ativacdo do gene NFkB que, neste caso,
teve um efeito pro-apoptético induzindo morte nas células de glioma U343 MG-a.

DYRKS3 foi reprimido apds o tratamento com a cisplatina neste trabalho. DYRK
sdo subfamilias de proteinas quinase relacionadas as MAPK (Li et al., 2002). As
DYRK quinases desempenham um papel na proliferacdo celular, sobrevivéncia e
desenvolvimento (Zhang et al., 2005). A expressdao de DYRK3 em células
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hematopoiéticas FDCW2 dependentes de citocina levou a uma inibicdo da morte
celular programada, sugerindo o papel dessas proteinas em outras rotas de
sinalizagdo (Li et al., 2002). Entre as multiplas isoformas de DYRK de mamiferos
(descritas em ratos, camundongos e humanos) somente DYRK1A foi bem estudada
(Zhang et al., 2005). No presente trabalho, a indugdo de apoptose nas células
astrociticas pode, também, estar correlacionada a inibicdo de DYRKS.

A super-expressdo do gene PDI (P4HB) tem um efeito neuroprotetor contra
hipéxia em células neuronais, ou seja, significativamente suprimiu a apoptose induzida
por isquemia no hipocampus (Tanaka et al., 2000). Em resumo, esses autores
demonstraram que o gene PDI/ é regulado em resposta a hipdxia ou isquemia
transitéria em astrocitos. Um outro trabalho mostra que a super-expressao de PD/
(protein disulfide inomerase) resulta na atenuagdo da perda da viabilidade celular
induzida por hipéxia em uma linhagem de neuroblastoma humano (SK-N-MC). Este
gene é localizado no reticulo endoplasmatico e, portanto, é regulado em resposta a
estresse nesta organela, como hipdxia, por exemplo (Nomura, 2004). As células de
glioma U343 MG-a apresentaram uma repressdo de P4HB, o que pode ser
relacionado a indugéo de apoptose.

Estudos recentes com gliomas sugerem que a regulagcédo da expressao génica
em tumores poderia ser alterada logo no inicio do processo de progressao neoplasica,
adquirindo func¢des alteradas e distintas dos mecanismos regulatérios normais (Noble
e Dietrich, 2004). Os gliomas sé&o tumores geneticamente heterogéneos, sugerindo
que um conjunto de multiplos produtos génicos € responsavel por regular o
comportamento e a resposta desses tumores (Rich et al., 2005). Ha expectativas de
que os perfis moleculares dos pacientes com glioma, relativos a dados de expressao
génica, possam predizer a resposta destes. Essas andlises tém gerado grandes
conjuntos de genes diferencialmente modulados, os quais podem em potencial,
regular o processo de progressdo tumoral (Bassi et al., dados néo publicados; Rich et
al., 2005). Konopka e Bonni (2003) mantém a visdo de que tratamentos eficientes
poderdo ser desenvolvidos uma vez que fatores genéticos e moleculares,
responsaveis pelo desenvolvimento desses tumores, sejam elucidados.

Alguns trabalhos tém mostrado que a ativagao crbénica de vias de sinalizacao
intracelular poderia ser crucial para a formagao e progressado de tumores cerebrais. A
ativacao cronica das vias PI3K e Ras-MAPK (mitogen-activated protein kinase), por
exemplo, promovem a formacgao e progressado de glioma em camundongos modelos.
Novas abordagens estdo sendo desenvolvidas, cujo alvo terapéutico reside em
proteinas ou vias de sinalizacdo especificas que estejam alteradas em células
tumorais, dessa maneira gerando tratamentos potencialmente mais eficazes e menos
téxicos, contribuindo para aumentar e melhorar a sobrevida de pacientes portadores
de tumores (Mischel et al., 2004).
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Muitos dos genes com expressao alterada apds o tratamento com a cisplatina
(indicados no presente estudo) ndo tém sido descritos na literatura como sendo genes
diretamente associados a respostas ao estresse genotdxico, quer sejam em células
normais, quanto em linhagens tumorais. O advento da tecnologia de micro-arranjos de
cDNA e sua capacidade para simultdnea sondagem do genoma em arranjos de alta
densidade permitem a analise do padrao de expressdo de um grande numero de
genes e produz uma enorme quantidade de dados validos, indicando genes
potencialmente envolvidos em determinados mecanismos. Embora o mRNA n&o seja
0 ultimo produto de um gene, a transcricdo € o primeiro passo na regulagado génica,
sendo que informagdes sobre niveis de transcricdo séo validas na compreensao das
redes regulatorias génicas.

Assim, em conjunto, os resultados mostram um sério comprometimento do
metabolismo celular como um todo, em resposta aos danos causados pela cisplatina,
0 que provavelmente justifica os dados sobre a repressao transcricional de genes de
multiplas classes, principalmente ligadas ao metabolismo, alteracées no citoesqueleto,
apoptose ou sobrevivéncia, regulagdo de processos fisiolégicos e respostas a
estimulos.

Portanto, os dados apresentados neste trabalho caracterizam alguns aspectos
dos mecanismos de acdo da cisplatina, demonstrando que esta interfere
marcadamente na capacidade proliferativa das células, reduzindo drasticamente a
sobrevivéncia das mesmas, conforme os resultados apresentados nos testes de
citotoxicidade e sobrevivéncia celular. Segundo a literatura, a droga causa aductos no
DNA, que podem bloquear a duplicagéo, a transcrigao e induzir apoptose. No presente
trabalho, a cisplatina induziu uma certa freqiiéncia de apoptose nas células MRC-5 e
U343 MG-a, mas nao de forma acentuada. Os resultados de expressao génica para as
células de glioma apontam para um comprometimento, principalmente do metabolismo
dessas células, ja que muitos genes envolvidos nesse processo foram reprimidos,
além de alteragbes drasticas no citoesqueleto, o que € compativel com a indugao de
apoptose e de outros tipos de morte. Além disso, genes envolvidos no processo de
apoptose ou sobrevivéncia celular foram modulados em resposta a cisplatina, sendo
encontrados genes anti-apoptéticos (BCL-XL) reprimidos e genes pro-apoptoticos
(DR5 e CRADD, por exemplo) sendo induzidos pela droga.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho sobre as respostas das células
U343 MG-a e MRC-5 aos danos causados pelo agente antitumoral cisplatina
possibilitaram as seguintes conclusées, em termos de sobrevivéncia celular, indugéo
de apoptose e analise da expressédo génica pelo método de micro-arranjos de cDNA,
este ultimo somente para a linhagem U343 MG-a.

1- As concentragdes de cisplatina utilizadas (12,5 a 300 pM) reduziram
fortemente a sobrevivéncia das células MRC-5 (a cerca de 1%) e das células U343
MG-a (a menos que 1%) apds cinco dias de tratamento, sendo que o tratamento das
mesmas células por 24 h com iguais concentragdes de cisplatina reduziu a
sobrevivéncia em cerca de 20-80% (teste de citotoxicidade).

2- Ambas as linhagens utilizadas sofreram apoptose apés o tratamento com
diversas concentragdes de cisplatina (12,5, 25 e 50 uM); a linhagem U343 MG-a
apresentou uma frequéncia maxima de 20,4% de apoptose, induzida pelo tratamento
com 25 uyM por 72 h e a MRC-5 mostrou uma frequéncia de 11,0% (50 uM de
cisplatina por 48 h). Os indices de apoptose induzida nas duas linhagens nao
justificam a grande redugdo na sobrevivéncia celular apds cinco dias de tratamento
com a cisplatina, indicando que outras formas de morte celular podem ser ativadas em

resposta ao tratamento com a droga.

3- Os genes envolvidos principalmente com o metabolismo celular (DYRKS,
MARK1, LIMKZ2, VDP e P4HB), alteragdes no citoesqueleto (RHOA, LIMK2 e MARK1),
invasdao ou metastase (LIMK2, TIMP2 e CALU) e apoptose ou sobrevivéncia celular
(BCL-XL, ING1, RHOA, VDP, TIMP2, DYRK3 e NFKBIE) foram significativamente (p <
0,05) reprimidos em resposta ao tratamento com 25 uM de cisplatina por 48 h nas
células U343 MG-a, reforcando o fato de que a cisplatina causa danos nao somente
ao material genético, mas também em outras estruturas celulares como citoesqueleto
e organelas, por exemplo. Além disso, as altera¢des no citoesqueleto sdo compativeis
com os processos de morte celular, inclusive por apoptose. A inducdo dos genes
CRADD, DR5 e SRPK2 pode também ter sido relacionada a indugcédo de apoptose nas
células astrociticas, ja que esses sao genes envolvidos no processo apoptatico.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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