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RESUMO

O Linfoma de Burkitt (LB) ¢ o linfoma maligno mais comum da infancia. Embora o
regime de tratamento utilizado atualmente seja bem sucedido em grande parte dos casos, ha
uma constante busca por regimes menos toxicos, e terapéutica de resgate para os pacientes
refratarios ao tratamento inicial, ou que apresentam recidiva. Nesse sentido, o entendimento
dos mecanismos moleculares de resisténcia e refratariedade ao tratamento podem auxiliar na
obtencdo de um modelo de terapia eficaz no caso de falha ao tratamento inicial.

Uma importante via de atuagdo de diversos agentes quimioterapicos, incluindo aqueles
usados no tratamento do LB, ¢ a de indugdo de apoptose mediada pela proteina p53. O gene
TP53 encontra-se mutado em uma grande propor¢do de tumores humanos, e ja foi mostrado
que suas mutagdes correlacionam-se com a resposta ao tratamento em diversos tipos tumorais.
No entanto, alguns estudos tém demonstrado que diferentes tipos de mutagdes podem conferir
respostas diferentes das células a quimioterapia.

Nesse estudo utilizamos duas linhagens celulares tumorais derivadas do Linfoma de
Burkitt — Daudi e Raji — que apresentam mutacdes distintas do gene TP53 e correlacionamos a
resposta dessas células a inducdo de morte pela exposicdo aos agentes citotoxicos
doxorrubicina, etoposideo, cisplatina e radiacdo gama. Avaliamos também a capacidade
desses agentes induzirem aumento de expressdo da proteina p53 nessas linhagens, assim
como, a funcionalidade das diferentes mutantes da p53 em relagdo a indugdo de apoptose,
parada do ciclo celular e habilidade de transativacao do gene p21. Os niveis de survivina, uma
importante proteina envolvida no processo apoptdtico que esta sob regulagao direta da p53, e
da proteina pro-apoptotica SMAC/Diablo também foram avaliados antes e apds a exposi¢ao
das linhagens aos agentes citotoxicos.

Como resultados observamos variagdo no percentual de apoptose, que atingiu 60-80%
na Raji e 20-30% na Daudi em 48 horas com a mesma concentracdo de radiacdo ionizante.
Além disso, a DLsp para os quimioterapicos foi diferente entre as duas linhagens, sendo
consideravelmente maior na Daudi do que na Raji. A resisténcia das linhagens aos variados
agentes dependeu em grande parte do tipo de mutagdo do gene TP53 e do agente utilizado.
Observamos ainda diferencas no status funcional da proteina p53, em relagdo a indugdo de
apoptose e transativacdo de genes alvo, como o gene p21, mostrando que diferentes mutagdes
podem levar a conseqiiéncias funcionais diversas. A expressdo da survivina foi regulada
positivamente pela p53 mutada apods a exposic¢ao as drogas e a radiagdo gama, mostrando um

papel para essa proteina na apoptose dependente de p53 e resisténcia.

-Vii-



Nosso estudo sugere que a analise dos mecanismos de resisténcia a quimioterapia em
um contexto fisioldgico através da utilizacdo de linhagens celulares tumor-especificas deve
considerar, além de mutacdes especificas do gene TP53, outras alteragdes comuns nas vias
apoptoticas que podem estar presentes no modelo celular selecionado, contribuindo dessa

forma para a elucidagdo dos mecanismos de resisténcia ao tratamento no cancer.

Palavras-chave: Linfoma de Burkitt, gene TP53, mutacdo, resisténcia, apoptose.
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ABSTRACT

Burkitt’s Lymphoma (BL) is the most common malignant lymphoma in children.
Although the currently used treatment regimens are successful in most cases, new less toxic
regimens and rescue therapeutics for patients with refractory disease, or who presented
relapse are still in continuous search. In this context, understanding the molecular
mechanisms related to chemotherapy resistance and lack of treatment response may help to
design new treatment approaches, which could be effective in this clinical setting.

An important mechanism of action of several chemotherapeutic agents, including
those used in BL treatment, is the pS3-mediated apoptosis induction pathway. TP53 gene is
mutated in a large number of human tumors, and a relationship between p53 mutations and
treatment response in many kinds of tumors has been shown. In addition, some studies have
reported that different types of TP53 mutations confer different cell responses to
chemotherapy.

In this study we analysed two Burkitt’s Lymphoma cell lines — Daudi and Raji — in
which distinct mutations of TP53 gene were previously described. Cell lines response to
doxorubicin, etoposide, cisplatin, and gamma radiation-induced cell death were correlated to
TP53 mutations. We also evaluated the ability of these agents to induce overexpression of p53
protein, as well as the functionality of different p53 mutants in relation to apoptosis induction,

cell cycle arrest, and capacity to transactivate p21"VAF/ciPt

gene. The levels of expression of
survivin, an important protein (under direct regulation by p53) involved in the apoptotic
process and the expression of SMAC/Diablo (a pro-apoptotic protein) were evaluated before
and after cell lines exposure to the cytotoxic agents.

As result, we observed differences in the apoptosis index, which reached
approximately 60-80% in Raji and 20-30% in Daudi cells, 48 hours after exposure to the same
concentration of gamma radiation. Besides, the chemotherapeutic LDsy (lethal dose, 50%)
was different between the cell lines, being higher in Daudi when compared to Raji cell line.
The resistance to varying types agents in those cell lines depended largely on the type of TP53
gene mutation and the agent used. We also observed dissimilarities in the functional status of
p53 protein, regarding apoptosis induction and transactivation of target genes, such as p21,
suggesting that those mutations are able to lead to distinct functional consequences. Survivin
expression was upregulated by mutated p53 after exposure to drugs and gamma radiation
suggesting a possible role played by this protein in p53-dependent apoptosis pathway and

resistance.
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Overall, our work suggests that analyses of the mechanisms that trigger chemotherapy
resistance in a more physiological context using tumor-specific cell lines should be
considered. In addition to specific mutations of TP53 gene, the analysis of other alterations in
the apoptotic pathways that may be present in the cellular model selected, might contribute to

the understanding of resistance mechanisms related to cancer treatment.

Key words: Burkitt’s Lymphoma, TP53 gene, mutation, resistance, apoptosis.
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Analise da resisténcia ao tratamento em linhagens do LB

1. INTRODUCAO

1.1. Linfoma de Burkitt

O linfoma de Burkitt (LB) foi originalmente descrito por Dennis Burkitt em 1958, na
Africa Equatorial, como uma neoplasia maligna de alta freqiiéncia, cuja manifestagdo inicial
envolvia freqliente acometimento mandibular (BURKITT, 1958; BURKITT & O’CONOR,
1961). O LB ¢ o linfoma maligno mais comum da infancia, ocorrendo de duas formas
distintas: a endémica e a esporddica. O LB é endémico na Africa Equatorial afetando
anualmente 4/100.000 individuos com idade abaixo de 15 anos. A forma esporddica ocorre
em outras regioes, sendo observada em 0,2/100.000 individuos por ano na mesma faixa etaria,
podendo também acometer adultos. Embora muito semelhantes do ponto de vista
histopatologico, as duas formas apresentam diferengas em diversos aspectos. Na forma
esporadica, o local primario da doenga envolve o abdomen em 80% dos pacientes, ¢ a
mandibula em menor propor¢do (14%). J& no LB endémico observa-se envolvimento
mandibular e maxilar em 60% dos pacientes, acometimento abdominal em propor¢do similar
(58%), seguido pelo sistema nervoso central e regido para-espinhal. (MAGRATH, 1997).
Outra diferenca entre a forma endémica e esporadica ¢ a associagdo com o virus Epstein-Barr
(EBV). Na forma endémica, esta associa¢do ¢ de 100%, enquanto na forma esporadica situa-
se em torno de 15 a 30%. No Brasil, uma freqiiéncia intermediaria (72 e 87%) foi
demonstrada por dois grupos (KLUMB et al, 2004a; ARAUJO et al, 1996).

Hé ainda uma terceira forma de LB que esta relacionada com a infecgao pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) em adultos e criangas, acometendo frequentemente
linfonodos e sitios extra nodais. Esta forma pode apresentar-se como leucemia aguda e esta
associada com o EBV em 30 % dos casos (LINDSTROM & WIMAN, 2002; HECHT &
ASTER, 2000).

O LB ¢ um tumor de células B de tamanho intermediario que infiltra difusamente
tecidos nodulares e extra nodulares. Um padrao histologico caracteristico do LB ¢ a presenca
de intmeras células apoptoticas dentro de macrofagos fagociticos dispersos, dando a
aparéncia de “céu estrelado”. A taxa de divisdo celular do LB ¢ uma das mais elevadas entre
os tumores humanos (HECHT & ASTER, 2000) podendo ocorrer a duplicagdao do tumor em
24 horas.

-21 -



Analise da resisténcia ao tratamento em linhagens do LB

1.1.1. Patogénese do LB

1.1.1.1. Associacdao do LB com o EBV

Inicialmente, foi observado que a distribuicio no LB na Africa coincidia com a
distribuicdo da febre amarela, uma doenca viral transmitida pelo mosquito Aedes egypti. De
fato, a distribuicdo do tumor coincidia com a dos mosquitos em geral, sendo dependente da
temperatura e época de chuvas o que levou a observagdao de que a distribui¢do do tumor
ocorria em areas endémicas para a malaria.

Na busca de uma etiologia viral para a doenga, em 1964, o EBV foi descoberto por
Epstein e Barr em uma bidpsia de um paciente com diagnostico de LB (EPSTEIN et al, 1964).
Posteriormente foi demonstrado que criancas com LB endémico apresentavam altos titulos de
anticorpos contra 0 EBV e que o genoma do virus estava presente em todas as células do LB
africano (MAGRATH, 1997).

O EBV ¢ um herpesvirus humano que estabelece uma infeccao latente em linfécitos B
(RUF et al, 2001). O virus ¢ o causador da mononucleose infecciosa humana, uma doenca
linfoproliferativa auto-limitante de transmissdo oral, e também estd associado com uma
variedade de tumores humanos, além de ser capaz de imortalizar células B in vitro
(MAGRATH, 1997).

Ha dois tipos de virus EBV, originalmente chamados tipo A e B, porém agora
conhecidos como tipos 1 e 2. Os dois tipos apresentam polimorfismos, com 50 a 80% de
homologia do DNA dependendo do locus. Além disso, foi demonstrado que o tipo 1 é mais
potente que o tipo 2 na imortaliza¢do de células B in vitro e ambos estdo presentes em casos
de LB na Africa e Nova Guiné (MAGRATH, 1997).

A forte correlacdo do EBV com o LB endémico e o fato do virus ter a capacidade de
imortalizar células B in vitro, sugere um papel importante para ele no desenvolvimento do
LB. Entretanto, percebe-se claramente que o virus ndo € essencial na transformac¢ao maligna,
ja que a maioria dos casos de LB esporadico ¢ EBV-negativo, assim como, a grande
incidéncia de individuos infectados previamente pelo virus (> de 90% da populacdo adulta),
ndo se acompanha de grande incidéncia de casos de LB em regides em que o tumor ndo ¢

endémico. No entanto, estudos recentes sugerem que o EBV contribui para patogénese do LB
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pela inibi¢do da apoptose induzida pela proteina c-Myc com pelo menos dois mecanismos:
aumento da expressdo de Bcl-2 e, mais significativamente, por uma diminui¢ao concomitante
na expressao de c-Myc, aparentemente ao nivel de traducdo, sob condi¢des limitantes de
crescimento. Este tltimo mecanismo ¢ ainda proposto como sendo o principal meio pelo qual
o EBV promove a sobrevivéncia da célula, principalmente pelo fato do c-Myc ser o principal

mediador da apoptose no LB (RUF et al, 2001; MAGRATH, 1997).

1.1.1.2. Caracteristicas genéticas e citogenéticas

O LB esta geralmente associado com translocagdes cromossdmicas que levam a perda
da regulagdo e aumento da expressdo do gene c-myc. Este gene ¢ um membro de uma familia
de genes que inclui o N-myc e o L-myc e ¢ encontrado ativado em uma grande variedade de
tumores humanos. As proteinas Myc sao fatores de transcri¢cdo da familia bHLH (basic Helix-
Loop-Helix) que regulam o crescimento celular, diferenciagdo e apoptose (POPESCU &
ZIMONIJIC, 2002). As translocagdes caracteristicas do LB envolvem o l6cus do gene c-myc
8q24, para os loci das imunoglobulinas (Igs) no cromossomo 14q32 (cadeia pesada p), 2pl1
(cadeia leve k) ou 22ql1 (A). Estas translocacdes justapdem toda a seqiiéncia codificante do
gene C-myc ao ativador transcricional do gene da Ig (Fig. 1). A proximidade ao l16cus da Ig,
que ¢ altamente ativo transcricionalmente em células B que estdo produzindo Igs, resulta em
uma expressdo anormal do gene c-myc translocado. Estas transloca¢des ocorrem em um
estagio inicial da ontogenia das células B como resultado de uma disfun¢do da recombinase
V-D-J, ou durante os processos de diversificagdo no curso da resposta imune que ocorrem no
centro germinativo e sdo mediados pelo mecanismo de hipermutagdo somatica (POPESCU &
ZIMONIIC, 2002; VANASSE et al, 1999).

Além disso, as seqiiéncias reguladoras negativas do gene c-myc geralmente sdo
perdidas como conseqiiéncia direta da translocacdo cromossémica ou estdo mutadas por
outros mecanismos, contribuindo ainda mais para o aumento da atividade da proteina c-Myc
(HECHT & ASTER, 2000).

A proteina c-Myc influencia processos celulares que contribuem positiva ou
negativamente para a transformacgdo celular. O aumento da expressdo dessa proteina resulta

em conseqliente aumento na proliferacdo, apoptose e metabolismo celular (HECHT &
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ASTER, 2000).

O papel da c-Myc no ciclo celular ndo ¢ totalmente conhecido, mas sabe-se que ela
esta normalmente expressa em todas as células em divisdo, o que induz a progressao do ciclo
celular, mas tem baixa expressdo em células que estdo na fase do bloqueio do ciclo e/ou em
diferencia¢do. Foi sugerido que além de aumentar a proliferacdo, uma importante
conseqiiéncia da superexpressao da c-Myc ¢ a inducdo da instabilidade gendmica que pode
contribuir para conseqiiente transformacao, entretanto, como este efeito “pro-mutacional”
aplica-se ao LB ainda ndo est4 claro. Além dessas conseqiiéncias, a c-Myc ainda impede a
diferencia¢do celular por impedir que as células saiam do ciclo celular para poderem se
diferenciar; regula diversos processos metabdlicos como a sintese proteica, sintese de
nucleotideos e metabolismo de ferro; em alguns contextos, induz a apoptose, o que pode
explicar o padrao histologico de “céu estrelado” do LB; diminui a adesdo celular facilitando o
escape das células do LB do sistema imune; e ainda promove imortalizag¢do celular pelo fato
de manter a expressao da telomerase (HECHT & ASTER, 2000).

Outras alteragdes genéticas importantes também estdo presentes no LB, incluindo
silenciamento do gene pl6INK4a, mutagdes dos genes TP53, p73, Bax, e BCL-6 que podem
promover o crescimento celular e/ou antagonizar a apoptose (LINDSTROM & WIMAN,
2002). Uma alteragdo controversa foi descrita por CINTI et al. (2000). Este grupo descreveu
84,6% de mutacdes do gene da familia do retinoblastoma, pRb2/p130 em pacientes com LB
endémico e 20% de mutagdes em pacientes com LB esporadico. De forma diversa em um
estudo realizado por nosso grupo em pacientes brasileiros com LB esporadico, nenhuma
mutagdo no gene PRb2/p130 foi detectada (KLUMB et al, 2007).

Mutacdes do gene TP53 sdo as alteragdes genéticas mais freqiientes em canceres
humanos. No LB, elas sdo encontradas em pelo menos 22% das bidpsias dos tumores ao
diagnostico e ndo apresentam correlagdo com o status do EBV (KLUMB et al, 2004b). A
superexpressdo da proteina c-Myc resulta em indugdo da apoptose dependente de p53 em
células normais (HERMEKING & EICK, 1994). Desse modo, quando ocorre ativagao do
gene C-myc no estagio inicial do desenvolvimento do LB, ha inativagdo dessa via apoptoética,
seja por mutagdes no gene TP53 ou alteragdes em outros genes dessa via, como a via Arf-
p19""F garantindo assim a progressdo tumoral (SANCHEZ-BEATO et al, 2003). Isso pode
ser comprovado em estudo com camundongos transgénicos que super-expressavam c-Myc e

apresentaram mutacoes ou delecdes do gene TP53 (EISCHEN et al, 1999).
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Recentemente foi demonstrado que o gene BCL-6 inibe os sinais anti-proliferativos da
via pl9**-p53 na senescéncia em um processo dependente da inducdo da ciclina DI
(SHVARTS et al, 2002). Também foi observado que este gene ¢ encontrado mutado no LB
(CAPELLO et al, 1997). No entanto, a descoberta mais surpreendente dos ultimos anos foi a
funcdo da proteina BCL-6 como repressora da transcricdo da p53 no centro germinativo
através da ligacao em dois sitios do promotor do gene TP53 tornando a proteina inativa no
centro germinativo. Este achado implica que a perda da regulacdo da proteina BCL-6
contribui para a génese dos linfomas derivados de células do centro germinativo e o LB ¢
classicamente um linfoma derivado de uma célula do centro germinativo (PHAN & DALLA-
FAVERA, 2004). Por outro lado, também recentemente, Margalit e colaboradores (2006),
através de estudos empregando a tecnologia de microarrays, detectaram uma regidao no gene
BCL-6 que contém um motif de resposta a p53 que denominaram p53RE. Esta regido do gene
BCL-6 ¢ altamente conservada somente em primatas. A proteina p53 liga-se a essa regido RE
do BCL-6 e aumenta os niveis de RNA mensageiro de BCL6 apds radioterapia e
quimioterapia. Este novo achado sugere que existe uma alga de auto-regulacdo entre os genes
BCL-6 e TP53. Em linhagens celulares derivadas do LB como as linhagens Daudi, Raji e
Ramos, o gene BCL-6 ¢ regulado de forma negativa apds a exposi¢do a quimioterapia. Esta
observacdo ¢ contraria ao mecanismo descrito por Margalit e colaboradores (2006), porém,
pode ser facilmente interpretada visto que estas trés linhagens derivadas do LB apresentam
mutagdo no gene TP53.

Algumas questdes surgem a partir desta descoberta. De que forma as mutagdes
presentes nestas linhagens e que também podem ocorrer nos pacientes, afetam a fun¢do da
p53 no contexto desta alca de regulagdo entre os dois genes? Sabe-se que mutagdes do gene
BCL-6 nos linfomas difusos de grandes c¢lulas (LDGC) estao relacionadas a um progndstico
mais favoravel (VITOLO et al, 2002). Nessa situacdo, o refinamento da localizacdo dessas
mutagdes no gene BCL-6 poderia permitir uma correlagdo mais precisa com o progndstico?

A superexpressao de BCL-6 causa quebra da alga de auto regulacdo e pode levar ao
desenvolvimento de linfoma, no entanto, outros estudos sdo necessarios para definir um
subgrupo de pacientes com Linfoma ndo-Hodgkin de células B (LNH-B), (incluindo neste

grupo o LB) com BCL6p53 RE nao funcional e as implicagdes clinicas deste achado.
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1.2. O gene TP53 e a proteina p53

1.2.1. O gene TP53

O gene supressor tumoral TP53 humano estd localizado no brago curto do
cromossomo 17 (regido p13.1). Ele possui 20 kb de DNA e é composto de 11 éxons (Fig. 1).
Os éxons 2, 4, 5, 7 ¢ 8 codificam cinco regides altamente conservadas durante a evolugdo
(dominios I-V) apresentando homologia estrutural com diversas espécies (BENCHIMOL et
al, 1985).

Inicialmente foi sugerido que o gene TP53 era um oncogene. Isso se deu pelo fato de
que esse gene mostrou capacidade de transformar e imortalizar células embrionarias normais
pela cooperacdo com o oncogene Ha-ras e essas células transformadas, que expressavam altos
niveis da proteina p53, eram capazes de formar tumores em animais singeneicos (ELIYAHU
et al. 1984; ROVINSKI & BENCHIMOL, 1988). Entretanto, outros estudos da mesma época
demonstraram que a perda da funcdo normal da proteina p53 estava relacionada com o
processo de transformagdo neopldsica (MOWAT et al, 1985; CHOW et al, 1987; BEN
DAVID et al, 1988). Essa controvérsia foi solucionada pela demonstragcdo de que a seqiiéncia
selvagem do gene TP53 ndo codificava uma proteina com capacidade de transformacao.
Quando fibroblastos de embrido de rato foram transfectados com uma proteina p53 selvagem
e um gene ras ativado foi mostrado que essas células ndo se transformavam. A confusdo
surgida anteriormente foi causada pela utilizagcdo na transfeccdo de cDNAs derivados de TP53
que possuiam mutacdes pontuais com efeito dominante negativo que interferiam com a
conformacgdo e fun¢do normal da proteina. (FINLAY et al, 1988; ELIYAHU et al, 1988;
HINDS et al, 1989).

Estudos posteriores estabeleceram o papel do gene TP53 como um gene supressor
tumoral. Em um deles, foi mostrado que muta¢des em ambos os alelos do gene TP53 sdo
essenciais para seu papel no processo da oncogénese. Nesse estudo, copias exdgenas de TP53
com mutacdes pontuais ou cdpias exogenas selvagens foram introduzidas em células de
osteosarcoma (Saos-2) que ndo apresentavam TP53 endogeno. A expressdo da proteina p53
selvagem suprimiu o fenotipo neoplasico nessas células, enquanto a expressao de p53 mutada

conferiu uma vantagem proliferativa as células na auséncia de p53 selvagem (CHEN et al,
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1990).

1.2.2. A proteina p53

1.2.2.1. Estrutura, funcio e ativacao

A proteina p53, de 53 kDa, tem 393 aminoacidos e ¢ um fator de transcri¢do capaz de
regular a expressao de varios genes. Ela possui cinco dominios funcionais com fungdes
distintas. Um dominio de transativagdo e um dominio rico em prolina (residuos 1 a 43 e 61 a
94, respectivamente) estdo presentes na por¢do N-terminal. O dominio de ligagdo ao DNA
estd localizado na por¢ao central da proteina (residuos 110 a 286). Finalmente, um dominio de
tetramerizagdo e uma regido regulatoria (residuos 326 a 355 e 363 a 393, respectivamente)
estdo localizados na por¢do C-terminal (Fig.1) (CHENE, 2001).

A proteina p53 encontra-se envolvida em diversas vias de resposta ao estresse que
impedem o crescimento e sobrevivéncia de células potencialmente malignas. Células normais
apresentam niveis extremamente baixos de proteina p53 selvagem, visto que a proteina €
rapidamente degradada apos a sintese. A atividade da proteina p53 selvagem ¢ fortemente
estimulada por estresse genotdxico, como dano ao DNA por sinais exdgenos e endogenos, que
incluem, por exemplo, radiacdo gama (ALONI-GRINSTEIN et al, 1995; KUERBITZ et al,
1992), radiacdo ultra violeta (UV) (MALTZMAN & CZYZYK, 1984; LU & LANE, 1993), ¢
substancias quimicas (ZHAN et al, 1993). Também ocorre ativagdo no caso de desgaste de
telomeros, ativagdo de oncogenes, hipdxia, e perda de sinais normais de crescimento e
sobrevivéncia. Essa ativagdo pode induzir varias respostas nas células, incluindo
diferenciagdo, senescéncia, reparo do DNA e a inibicdo da angiogénese, mas as respostas
mais conhecidas sdo a habilidade da p53 induzir bloqueio do ciclo celular e morte celular por
apoptose (morte celular programada) (Fig. 2). Essas duas respostas permitem que a proteina
p53 iniba o crescimento de células com danos tanto por um bloqueio do ciclo celular, que
pode ser reversivel ou transitério, para permitir reparo do DNA e recuperagdo antes da célula
entrar novamente em replicacao; ou por remogao permanente das células com danos extensos
através da apoptose. Qualquer uma dessas respostas impede a replicagdo de células que estdo
sofrendo alteracdes oncogénicas e assim impede o desenvolvimento tumoral. (BATES &

VOUSDEN, 1996; RYAN et al, 2001).
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Figura 1- Representaciao esquematica do gene e proteina p53. Os 11 éxons do gene TP53 e
os cinco dominios da proteina p53 (dominio de transativagdo, rico em prolina, de ligagdo ao
DNA, de oligomerizagdo e de regulacdo) sao mostrados. As regides dos principais sitios de

fosforilagdo e acetilagdo da proteina estdao indicadas. (Adaptado do banco de dados do IARC)
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1.2.2.2. Degradacio da proteina p53

Um dos componentes mais importantes da degradacdo da p53 ¢é a proteina mouse
double minute 2 (Mdm2), o produto do gene mdm2 que ¢ ativado transcricionalmente pela
p53, em um feedback regulatorio negativo. A habilidade da Mdm2 de marcar a p53 por
ubiquitina¢do para degradacdo pelo proteossomo 26S representa o principal mecanismo de
controle da atividade da p53 durante o crescimento celular (KUBBUTAT et al, 1998; OREN
et al, 2002). Existem duas formas da proteina Mdm2 (p90Mdm?2, de extensdao completa e
p76Mdm2, que nao possui parte do dominio de ligacdo a p53). Apenas a forma de extensao
completa tem capacidade de se ligar e mono-ubiquitinar p53. Acredita-se que para se tornar
poli-ubiquitinada, a p53 tem que ser mono-ubiquitinada pela ligacdo a8 Mdm2. A partir dessa
mono-ubiquitinagdo, a Mdm?2 ¢ deslocada pela proteina p300 que entdo poli-ubiquitina a p53
(KOHN & POMMIER, 2005).

Outros mecanismos de degradacdo da proteina p53 independentes da Mdm-2 ja foram
descritos. Entre eles estdo o complexo E6/E6AP. A oncoproteina E6 do papiloma virus
humano (HPV) liga-se a uma proteina celular de 100 kDa, chamada proteina associada a E6
(E6-AP). Esse complexo E6/E6AP interage com a p53, resultando na rapida degradagao da
proteina de forma dependente de ubiquitina (SCHEFFNER et al, 1993). Também foi
mostrado que JNK (c-Jun N-terminal kinase) ¢ um regulador da estabilidade e degradagdo da
p53. Fuchs, et al (1998) relataram que p53 sem o sitio de ligagdo de JNK apresentava meia-
vida maior do que a proteina p53 selvagem (wt) com o sitio de ligagdo, e que a quantidade de

complexo JNK-p53 era inversamente proporcional ao nivel de p53 livre.

1.2.3. Mutagoes do gene TP53

Mutacdo do gene TP53 ¢ a lesdo genética mais comum em muitas formas de
neoplasias humanas herdadas e adquiridas. Essas mutagdes foram encontradas em canceres de
mama, colon, bexiga, pancreas, ¢ pulmao, assim como, em tumores do cérebro, leucemias,
linfomas, carcinomas gastricos, hepatocarcinomas e osteosarcomas. Essas mutacdes

geralmente sdo encontradas nas regides conservadas da proteina (NIGRO et al, 1989), e cerca
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de setenta e quatro porcento dessas mutagdes sdo pontuais (MiSSeNse).

Estudos que analisaram o significado de mutagdes pontuais do gene TP53 em relagdo
ao tipo de tumor (HOLLSTEIN, 1991; CARON DE FROMENTEL & SOUSSI, 1992)
mostraram que mais de 90% dessas mutagdes estavam agrupadas na parte central da p53 e
afetavam aminodcidos conservados em todas as espécies de p53. Outro ponto descoberto foi
em relagdo aos trés aminoacidos onde mais ocorrem mutagdes, chamados de “hotspots”.
Nesses trés aminodcidos (Argl75, Arg248 e Arg273) encontram-se 22% de todas as
mutacdes. Esses trés codons (CGN) de arginina contém um dinucleotideo CpG que ¢
freqiientemente metilado no genoma de vertebrados e a desamina¢do da 5-metilcitosina pode
gerar uma transicdo C:T apo6s a replicagdo do DNA (ORY et al, 1994). Transversdes do gene
TP53 também sao documentadas incluindo transversdes G:C para T:A em cancer de pulmao
em associagdo ao tabaco, G:C para T:A no cddon 249 em cancer de figado em associacdo a
exposicao a Aflatoxina B1 (AFB1) (HAINAUT & VAHAKANGAS, 1997).

A freqliéncia de mutagdes do gene TP53 nos tumores € muito maior do que em outros
genes supressores de tumor e isso sugere que proteinas p53 mutadas conferem alguma
vantagem seletiva na carcinogénese através da perda da capacidade de suprimir o crescimento
tumoral. Entretanto, a alta freqiiéncia de mutacdes e os altos niveis de expressdo da proteina
p53 nas células neoplasicas, sugerem um “ganho de fun¢do” que além de contribuir para o
desenvolvimento do cancer e sua progressdo, pode também interferir com a resposta a
quimioterapia, talvez por uma funcdo anti-apoptdtica. Mutantes de p53 tém a habilidade de
interferir com a apoptose dependente de p53 por um mecanismo negativo dominante, € com a
apoptose independente de p53, por um mecanismo ainda desconhecido que pode envolver
transativagdo (SIGAL & ROTTER, 2000). Este “ganho de fungdo” decorrente de mutagdes
contribui para carcinogénese, mas também, tem sido alvo de diversos estudos que exploram
essas mutantes da p53 como alvos para novos tratamentos do cancer. (BYKOV et al, 2002).

Nas ultimas duas décadas o conceito simplista da incapacidade funcional da p53
decorrente da presenga de mutagdo per se foi adotado como um dogma e obscureceu as
pesquisas funcionais com relagdo ao tipo de mutagdo, sitio de localizagdo e os diferentes
efeitos funcionais relacionados a progressao tumoral (perda da funcao supressora da proteina)
e capacidade de induzir a apoptose ap6s dano ao DNA (fungdo apoptotica da proteina).

Martin et al (2002) realizaram uma andlise dos efeitos das mutacdes do gene TP53

sobre a estrutura do dominio central da proteina. Eles sugerem que muitas mutacdes do gene
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TP53 nao podem ser explicadas usando apenas critérios de avaliacdo estrutural, pelos efeitos
previstos no dobramento da proteina ou interacdo da proteina com o DNA, e que o efeito
biologico de uma substituicdo ndo ¢ necessariamente proporcional a extensao de perturbacao
estrutural prevista. Estes pesquisadores também sugerem que ha mutagdes que ocorrem na
superficie do dominio central da p53 que podem estar envolvidas em funcdes diferentes de

ligacdo ao DNA através de interagcdes com outros dominios ou proteinas.

1.3. O controle do ciclo celular e o papel da pS3 na sua regulacgio

O periodo entre duas divisoes mitoticas em uma célula define o ciclo celular somaético.
O ciclo celular tipico de mamiferos consiste de duas fases principais, a interfase, que ¢ o
tempo entre o fim de uma mitose e o inicio de outra, e a mitose propriamente dita (fase M). A
interfase por sua vez ¢ dividida em 3 fases: gap (G) 1, sintese (S) e gap (G) 2. Também ha
uma fase fora do ciclo celular, GO. Em G1, a célula comeca a crescer em tamanho ¢ ocorre a
sintese de RNAs (transcri¢do) e proteinas (tradug@o). A fase S subseqiliente ¢ marcada pelo
inicio da sintese de DNA para produzir uma copia exata do genoma para as células-filhas.
Apo6s toda a duplicagdo do DNA, a fase S termina e comega a fase G2, onde ocorre
crescimento celular e producao de proteinas para que duas células filhas vidveis possam se
formar. Essa fase estende-se até a fase M, onde ocorre a separagdo das células-filhas, cada
uma com um conjunto dipléide de cromossomos. Apos essa fase, a célula pode re-entrar no
ciclo celular, ou pode parar de se dividir e permanecer em GO (LEWIN, 2001).

A progressdo de células eucaridticas através do ciclo celular ¢ mediada pela ligacdo
seqliencial e ativagao de uma familia de serina-treonina-quinases, as quinases dependentes de
ciclina (CDKs). As ciclinas ligam-se e fosforilam as CDKs, ativando-as. As “ciclinas de G1”
incluem as ciclinas C, D3 e E, e o acimulo dessas ciclinas ¢ limitante para a progressao da
fase G1 para a fase S do ciclo celular. As “ciclinas mitoticas ou de G2 que incluem ciclina A
e ciclina B estdo envolvidas no controle da transi¢do da fase G2 para a fase M (VIALLARD
et al, 2001). As CDKs ativadas inibem as proteinas da familia de proteinas do retinoblastoma
(pRb1, pRb2/p130 e p107) que t€m a capacidade de modular negativamente o ciclo celular
pela ligagdo com fatores de transcrigdo da familia E2F, que promovem a proliferagdo celular e

a passagem de G1 para a fase S (WEINBERG et al, 1995). A maior parte dos complexos E2F
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nucleares em células quiescentes ou diferenciadas estdo ligados as proteinas da familia pRb, e
desta forma inativos. Quando as células sdao estimuladas a entrar na fase S, as proteinas da
familia pRb sdao fosforiladas pelas CDKs e ha a liberacdo de E2F livre, que ird ativar a
transcricao de genes alvo para que a progressao do ciclo ocorra (DYSON, 1998).

Os complexos ciclina-CDK sdo, portanto, os principais reguladores da progressao do
ciclo celular em G1. Duas classes de proteinas inibidoras dos complexos ciclina-CDK (CKIs),
as familias de proteinas INK4 e Cip/Kip, também atuam nessa fase do ciclo regulando os
complexos ciclina-CDK de G1. A familia INK4 é composta das proteinas pl5, pl6, pl8 e
p19 que ligam-se a CDK4/6 monomérica impedindo a ativagao da ciclina D; e os membros da
familia Cip/Kip, p21, p27 e p57 ligam-se e inativam complexos ciclina-CDK2
heterodiméricos (HO & DOWDY, 2002).

Em um ciclo celular normal, a passagem de uma fase do ciclo para outra ¢ fortemente
controlada. Os checkpoints do ciclo celular e o reparo do DNA sdo as principais defesas
contra a instabilidade genomica. A fung¢@o mais importante desses checkpoints do dano e
replicagdo ¢ parar a progressao do ciclo celular quando ocorre dano ao DNA para que as
lesdes possam ser removidas e o ciclo possa recomegar. A primeira etapa na iniciacdo desses
checkpoints ¢ o reconhecimento do dano ao DNA por proteinas “sensoras”. A partir dai,
proteinas “transdutoras de sinal” levam o sinal para proteinas “efetoras” que irdo disparar uma
cascata de eventos que levara ao bloqueio do ciclo celular, reparo do DNA, ou apoptose, nos
casos onde o dano for irreparavel.

A primeira etapa de reconhecimento do dano ¢ realizada pelos fatores RAD1, RADO9, e
HUS 1 que formam o complexo “9-1-1" que circunda o DNA de forma semelhante ao PCNA
(antigeno nuclear de prolifera¢do celular) e RAD 17 que regula o recrutamento do complexo
9-1-1 para o local do dano no DNA. Outro grupo de proteinas que também esta envolvido no
reconhecimento precoce do dano ao DNA é ATM (ataxia telangectasia mutated) e ATR (AT-
and Rad3-related). ATM e ATR ativadas fosforilam diversos substratos, dentre eles, CHK1,
CHK2 e p53 que por sua vez ativam proteinas efetoras que fazem o bloqueio do ciclo celular.
(NIIDA & NAKANISHI, 2006; QIN & LI, 2003). Estudos mostram que ATM ¢ necessaria
para resposta imediata ao dano do DNA ocorrido em todas as fases do ciclo celular e que ela
possui diferentes alvos funcionais nas diferentes fases do ciclo celular. (PANDITA et al,
2000).

O controle da transicdo G1/S ¢ primariamente feito pela proteina p53 através da
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transativagdo do gene inibidor de ciclina p21""/cP!

. Uma vez ativada, a proteina p21 liga-se
aos complexos ciclina-CKD e inibe sua atividade, bloqueando as células na fase G1 do ciclo
celular (DULIC et al, 1994; EL DEIRY, 1998), e desta forma, permite que ocorra o reparo do
DNA.

Entretanto, evidéncias recentes mostram mecanismos de parada do ciclo celular em
G1/S independentes de p53. Um estudo em células com p53 selvagem mostrou que a infecgao
causada pelo herpesvirus humano 6B (HVV-6B) causou bloqueio do ciclo celular em G1/S e
parada da proliferacdo das células infectadas. Entretanto, embora tenha ocorrido acimulo de
p53, o efeito ndo foi mediado por esta proteina, ja que ndo houve acimulo de p21 e o uso de
pifitrina-o (inibidor de p53) ndo reverteu o bloqueio induzido por HVV-6B (OSTER et al,
2006). Aguero et al (2005) mostraram recentemente que fenoxodiol, um derivado de
isoflavona da genisteina com mecanismo de agdo desconhecido, causou parada em G1/S
como conseqiiéncia da perda de atividade de CDK2 induzida por p21, mas independente de
p53. Esses achados mostram que ha outras vias de ativagdo de p21 e de parada do ciclo
celular na fase G1/S que ndo dependem da atividade da proteina p53.

O mecanismo pelo qual a proteina p53 controla a transi¢do G2/M envolve a regulagdo
da quinase dependente de ciclina Cdc2 que ¢ essencial para entrada na fase M do ciclo celular.
Durante a fase G2 o complexo Cdc2/Ciclina B ¢ mantido inativo por fosforilacdo. Quando a
mitose se inicia, a fosfatase Cdc25 desfosforila o complexo Cdc2/Ciclina B e esse complexo
por sua vez fosforila Cdc25 em um mecanismo de feedback positivo. Com a ativacao desse
complexo, a mitose pode ocorrer (TAYLOR & STARK, 2001). GADDA45, proteina induzida
pela p53, dissocia Cdc2 da ciclina B1, pela interagdo direta com Cdc2 (JIN et al, 2000). Foi
mostrado ainda que expressdo de GADD45 em células com p53 inativada ndo foi capaz de
induzir parada do ciclo em G2/M, demonstrando que a parada da transicdo G2/M mediada por
GADDA45 requer fung¢do normal da proteina p53 (JIN et al, 2002). Outros alvos de p53 que
ndo afetam Cdc2 também colaboram para o bloqueio do ciclo em G2, como por exemplo a
Topoisomerase Il que ¢ uma enzima essencial para a segregacdo dos cromossomos durante a
mitose, tem seu promotor inibido pela proteina p53 selvagem (SANDRI et al, 1996; WANG
et al, 1997).

A figura 3 resume alguns dos mecanismos de progressao do ciclo celular e o controle da

transicao G1/S e G2/M realizado pela proteina 53.
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Figura 3- Representacio de alguns mecanismos do controle da progressio do ciclo
celular. A transi¢do entre as fases G1 e S € realizada pela inibi¢do das proteinas da familia pRb
por fosforilagdo mediada pelas CDKs ativas, liberando E2F livre que promove a passagem da
fase G1 para a fase S do ciclo celular. O controle desse checkpoint realizado pela proteina p53
apos diversos tipos de estresses envolve a proteina p21 que inibe os complexos ciclina/CDK. A
transicdo entre as fases G2 ¢ M ¢ realizada pela desfosforilagdo mediada por Cdc25 do
complexo ciclina B/Cdc2, ativando-o. A p53 atua nessa transi¢ao pela ativagdo de GADDA45
que se liga a Cdc2 e dissocia o complexo ciclina B/Cdc2 promovendo a degradagdo da ciclina

B.
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1.4. Mecanismos de Apoptose

A morte celular ¢ um elemento essencial do funcionamento de organismos
multicelulares. O processo conhecido por apoptose ou morte celular programada é uma das
vias existentes para a realizagdo da morte celular. A apoptose ¢ um processo fisiologico de
morte celular altamente regulado e dependente de energia que ocorre tanto em tecidos
normais como em tecidos patoldgicos, eliminando células danificadas ou em excesso no
organismo, sem danificar células e tecidos adjacentes. Esse processo € necessario para o
desenvolvimento normal de um organismo multicelular durante a embriogénese, e para a
manuten¢do da homeostase tecidual em adultos (PHILCHENKOV, 2004).

A apoptose pode ser iniciada por varios sinais externos ou internos e ¢ executada
através de diversas vias de sinalizagdo inter-relacionadas. Do ponto de vista molecular, o
maquindrio de morte celular por apoptose forma uma cascata complexa de eventos ordenados,
controlados pela expressdo de genes e proteinas relacionados a apoptose. A acdo desses
componentes resulta finalmente na formagdo dos corpos apoptdticos e morte celular. Os
componentes mais importantes desse maquinario sdo os membros da familia das caspases
(PHILCHENKOV, 2004).

As caspases sao uma familia de cisteina proteases responsaveis por fungdes celulares
como inflamacdo e apoptose. Caracteristicas comuns a todos os membros dessa familia de
proteases incluem o residuo de cisteina catalitico no sitio ativo, e a habilidade de clivar
substratos no sitio carboxil dos residuos de aspartato. As caspases podem ser classificadas de
acordo com caracteristicas estruturais e funcionais. Com base nas caracteristicas estruturais,
as caspases sao classificadas em duas categorias: com pro-dominio NH,-terminal curto (20-30
residuos de aminodacidos), essa categoria abrangendo as caspases-1, -2, -4, -5, -8, -9, -10, -11 e
-12, e com pro-dominio NH,-terminal longo (mais de 90 residuos de aminoacidos), onde estao
incluidas as caspases-3, -6, -7 e -14. Do ponto de vista funcional, as caspases sdo classificadas
como caspases inflamatorias (-1, -4, -5, e -11) e apoptoticas (-2, -3, -6, -7, -8, -9, -10, -12, e -
14). As caspases apoptoticas podem ainda ser divididas em caspases “iniciadoras” (-2, -8, -9, -
10, -12) que ativam o segundo grupo das caspases “efetoras” (-3, -6, -7, -14) diretamente, por
protedlise, ou indiretamente por um mecanismo de segundo mensageiro. Ativadas, as

caspases efetoras degradam diretamente varios substratos incluindo proteinas regulatorias e
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estruturais no nucleo, citoplasma e citoesqueleto, levando a execucdo do programa apoptotico.
(HO & HAWKINS, 2005; NUNEZ et al, 1998; PHILCHENKOV, 2004).

Hé duas vias principais para a ativagao das caspases, a via “extrinseca” e a via
“intrinseca”. A via extrinseca ¢ iniciada pela ligacdo de hormonios ou agonistas extracelulares
que pertencem a superfamilia do fator de necrose tumoral (TNF) incluindo TNFa, Fas ligante
(FasL) e ligante Apo2/TRAIL aos seus receptores correspondentes, TNFR1, Fas e Apo2. Essa
ligagdo promove o recrutamento de proteinas especificas com conseqiiente formacdo do
complexo sinalizador de morte celular (DISC) e ativagdo de caspases iniciadoras, como
caspase-8 ou caspase-10 que por sua vez ativam caspases efetoras, como as caspases-3 e -7
que executam o programa de morte celular (ZAFFARONI et al, 2005, NUNEZ et al, 1998,
JIANG & WANG, 2004).

De forma diversa, a via intrinseca ou via mitocondrial ndo depende da ligacdo a
receptores de membrana para iniciar a cascata de eventos que culmina na morte apoptotica da
célula. Esta via ¢ ativada por diversos estresses extra e intracelulares, tais como falta de
fatores de crescimento, hipoxia, dano ao DNA, e ativacao e inducao de oncogenes (OKADA
& MAK, 2004). Esses sinais pro-apoptoticos causam permeabilizagdo da membrana
mitocondrial e a libera¢do de citocromo c, que € o principal evento dessa via. O citocromo C
junto com desoxiadenosina trifosfato (dATP) ou adenosina trifosfato (ATP) ligam-se e
ativam Apaf-1 (Fator de Ativagdo das Proteases Apoptoticas-1) formando um complexo
heptamérico, o apoptossomo, formado por sete moléculas de citocromo c ligadas a Apaf-1
circundando sete moléculas de procaspase-9. Com isso ocorre ativagdo de caspase-9 e inicio
da cascata das caspases (ZAFFARONI et al, 2005; JIANG & WANG, 2004).

Dentre os processos da via intrinseca, apenas a etapa de permeabiliza¢do da membrana
mitocondrial pode ser regulada. Essa regulagdo ¢ feita pelos membros da familia de proteinas
Bcl-2. Entretanto, uma vez que ocorre a liberagdo de citocromo C, a ativagdo da cascata das
caspases ¢ irreversivel (OKADA & MAK, 2004).

A familia de proteinas Bcl-2 ¢ composta por membros anti- e pro-apoptoticos que
possuem pelo menos um dominio BH (Bcl-2 homology). As proteinas anti-apoptodticas sdo
Bcl-2, Bel-xp, Al, Bcl-w e Mcll; as pro-apoptoticas pertecem a duas familias: Bax e
proteinas BH3-only. A familia de proteinas Bax ¢ composta pelos membros Bax, Bak ¢ Bok,
ja a familia BH3-only é composta pelas proteinas Bid, Bim, Bik, Bad, Bmf, Hrk, Noxa ¢
Puma (CORY & ADAMS, 2002).

-37 -



Analise da resisténcia ao tratamento em linhagens do LB

A proteina Bcl-2 e as proteinas homoélogas inibem a apoptose induzida por varios
tipos de estresses. Elas tém a capacidade de se associar & membrana mitocondrial externa e
manter sua integridade. Dessa forma, essas proteinas impedem a libera¢ao de citocromo C e a
conseqiiente ativagdo de caspase-9 (CORY & ADAMS, 2002). Em 1993 foi mostrado pela
primeira vez que a Bcl-2 e Bax tinham a capacidade de interagir fisicamente formando
heterodimeros in vivo ¢ foi ainda sugerido que a razdo entre Bcl-2 ¢ Bax determinaria a
sobrevivéncia ou a morte apds um estimulo apoptético. (OLTVAI et al, 1993).

Bax e proteinas associadas promovem apoptose atuando na mitocondria. Em células
que estdo sofrendo apoptose, a forma ativada de Bax acumula-se na membrana mitocondrial
externa e isso resulta na permeabilizacio da membrana mitocondrial, com liberagdo de
citocromo C e outras moléculas pro-apoptoticas, como Smac/DIABLO, endonuclease G e AIF
(apoptosis inducing factor), promovendo morte celular apoptdtica (SCORRANO &
KORSMEYER, 2003).

1.4.1. Proteinas inibidoras da apoptose (IAPs)

As TAPs sd3o uma familia de proteinas que tem a capacidade de inibir as caspases e
impedir a apoptose. Elas foram identificadas em baculovirus, em 1993, por meio de um
rastreamento genético para identificar reguladores da viabilidade das células do hospedeiro
durante uma infecgao viral (CROOK et al, 1993). Duas estruturas foram encontradas nas IAPs
de baculovirus: o dominio BIR (baculovirus IAP repeat), com cerca de 70 aminoacidos € o
dominio RING. Até o momento, oito IAPs foram descritas em humanos: XIAP (ILP-1,
MIHA, BIRC4), c-IAP1 (HIAP2, MIHB, BIRC2), c-IAP2 (HIAP1, MIHC, BIRC3), ILP-2
(Ts-IAP), ML-IAP (Livin, KIAP, BIRC7), NAIP (BIRC1), Survivina (TIAP, BIRCS),
Apollon (Bruce, BIRC6). Todas as IAPs possuem dominio BIR, caracteristico dessa familia
de proteinas, mas apenas cinco possuem dominios RING (SALVESEN & DUCKETT, 2002).

A inibigdo direta das caspases ¢ o mecanismo mais bem conhecido pelo qual as IAPs
impedem a apoptose, mas possivelmente elas também regulam apoptose por outros
mecanismos como regulacdo do ciclo celular, degrada¢do de proteinas e cascatas de
transducdo de sinal independentes das caspases (TAKAHASHI et al, 1998; SCHIMMER,
2004).
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1.4.1.1. Survivina

A survivina ¢ uma proteina bifuncional que tem papel na regulacdo do ciclo celular e
na inibi¢do de apoptose (JIANG et al, 2001). Ela ¢ caracterizada pela presenga de um
dominio BIR e nao possui o dominio RING carboxi-terminal na sua estrutura (SAH et al,
2006).

A survivina € expressa de uma maneira dependente do ciclo celular. Sua expressao ¢
dez vezes maior na fase G2/M do que nas fases G2 ou S do ciclo celular. O promotor do gene
da survivina tem um elemento dependente do ciclo celular e regides de homologia com
proteinas do ciclo. Essas regides estdo tipicamente presentes em genes expressos na fase
G2/M, como ciclina A e ciclina B (SAH et al, 2006). A survivina atua na divisdo celular
controlando a estabilidade dos microtiibulos e formagdao de um fuso mitotico normal, como
mostrado em células onde anticorpos contra survivina foram injetados e ocorreu retardo das
fases de pro-metafase e metafase, e formagdo de fusos mitdticos encurtados com quantidade
de microtubulos drasticamente reduzida (GIODINI et al, 2002). Também foi demonstrado que
quebras dessas interagdes survivina-microtibulos resultam em perda da fungdo anti-
apoptotica da survivina e aumento da atividade de caspase-3 (LI et al, 1998).

A survivina tem um papel importante na supressdao de apoptose pela inibicao direta ou
indireta das caspases. Ela tem capacidade de se associar diretamente com Smac/DIABLO,
uma proteina pro-apoptotica liberada pela mitocondria junto com o citocromo C que promove
a ativagdo das caspases pela ligacdo e neutralizacdo das IAPs (SONG et al, 2003), e com as
caspases efetoras -3 e -7 (TAMM et al, 1998) sendo capaz de inibir a apoptose induzida tanto
pela via extrinseca como pela via intrinseca.

Ha cinco variantes diferentes da survivina, produzidas por splicing alternativo do seu
pré-RNAm: survivina selvagem, survivina-AEx3, survivina 2a, survivina-2B e survivina 3B
que possuem regulagdo diferenciada e parecem ter papéis diferentes no desenvolvimento do
cancer (LI & LING, 2006).

A survivina ¢ altamente expressa em 6rgaos embriondrios e fetais, mas sua expressao
ndo foi detectada em tecidos normais diferenciados. A survivina também estd expressa na
maioria dos tipos tumorais incluindo canceres de pulmao, mama, colon, gastrico, esofagico,

pancreatico, bexiga, uterino, ovariano e prostata, linfomas ndo-Hodgkin, leucemias,
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neuroblastoma, tumores cerebrais, feocromocitoma, sarcomas de tecidos moles, melanomas e

outros canceres de pele (TAMM et al, 1998; ZAFFARONI et al, 2005).

1.4.2. Smac/DIABLO

Na busca por moléculas que antagonizassem os efeitos das IAPs, dois grupos
independentes descreveram uma molécula pré-apoptotica que tinha a capacidade de se ligar e
inibir IAPs: Smac (second mitochondria-derived activator of caspase) (DU et al, 2000) ou
DIABLO (direct IAP binding protein with low pl) (VERHAGEN et al, 2000).

A Smac/DIABLO estd localizada na mitocondria e ¢ liberada durante o estimulo
apoptoético. Foi relatado que ela promove a atividade da caspase iniciadora-9, e das caspases
efetoras-3 e -7 pela ligacdo as I[APs, como cIAP-1, cIAP-2, XIAP e survivina, com
conseqiiente neutralizagdo dos efeitos inibitorios dessas proteinas. A Smac/DIABLO tem
ainda a capacidade de potencializar a apoptose induzida por receptores de morte (via

extrinseca) na presenca de Bcl-x; sugerindo que também desempenha um papel nessa via

(DU et al, 2000; SRINIVASULA et al, 2000).

1.4.3. pS3 e apoptose

A proteina p53 promove apoptose através da ativacdo transcricional de varios genes
alvo. Dentre esses, o receptor DR4, um dos receptores do ligante TRAIL (tumor necrosis
factor-related apoptosis-inducing ligand) que promove apoptose apods ligagdo a TRAIL pela
via extrinseca, foi mostrado como sendo regulado pela p53 (LIU et al, 2004). Da mesma
forma, outros receptores como DRS5, Fas, DcR1/TRID e DR2/TRUNDD também sao
regulados pela p53, embora os dois ultimos ndo sejam transdutores de sinais apoptoticos, mas
ao invés disso, competem com os receptores de “morte” pela ligacdo ao ligante, e assim,
inibem a apoptose induzida por esses ligantes (LIU et al, 2005; SHEIKH & FORNACE,
2000). A p53 também regula a expressdo das proteinas pro-apoptodticas da familia Bel-2, Bax,
Noxa ¢ PUMA, atuando também dessa forma na regulacdo da apoptose (NAKAJIMA &
TANAKA, 2007; MIYASHITA & REED,1995; MIYASHITA et al, 1994).
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Estudos mostraram que a p53 selvagem liga-se diretamente ao promotor do gene da
survivina reprimindo-o tanto em células com p53 enddgena como induzida (HOFFMAN et al,
2002). De fato, um estudo realizado com a linhagem celular EU-4 derivada de leucemia
linfoblastica aguda, mostrou que o tratamento dessas células com doxorrubicina gerou um
aumento da expressdo de p53 selvagem e esse aumento foi acompanhado por regulacdo
negativa de survivina e apoptose. Entretanto, células com p53 mutada, expressando p53
constitutivamente, ou células p53-null ndo mostraram regulagdo negativa de survivina, e se
mostraram resistentes a essa droga. (ZHOU et al, 2002).

Embora a maior parte dos efeitos da proteina p53 seja atribuida a sua fun¢do como
fator de transcricdo, alguns estudos sugerem que p53 também induz apoptose
independentemente de nova sintese proteica. Foi relatado que a p53 induz apoptose pela
ligacdo a proteina Bcl-2. Dessa forma, a p53 inativa Bcl-2 através da ligacdo a um dominio
regulatorio negativo, FLD (flexible loop regulatory domain), localizado na proteina Bcl-2, ¢
assim os complexos Bax/Bc¢l-2 localizados na mitocondria dissociam-se liberando Bax “livre”
que atua na membrana mitocondrial promovendo permeabilizagdo e liberagao de citocromo C
(DENG et al, 2006). Além disso, apos estresse celular, a p53 mitocondrial tem capacidade de
interagir fisicamente com o membro pro-apoptdtico da familia Bel-2, a proteina Bak. Essa
interagdo promove oligomeriza¢do de Bak, liberando essa proteina do seu complexo com a
proteina anti-apoptotica da mesma familia, Mcll. Com isso, Bak livre, causa liberagao de
citocromo C da mitocondria promovendo apoptose (LEU et al, 2004). De uma forma
semelhante, a p53 citosdlica ativa diretamente Bax, operando com um mecanismo analogo ao
subgrupo de proteinas pré-apoptoticas BH3-only da familia Bel-2 e promovendo apoptose
(CHIPUK et al, 2004).

A figura 4 resume as vias apopticas e algumas proteinas que atuam nesse contexto.
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Via extrinseca Via ntrinseca
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Figura 4-Vias intrinseca e extrinseca da apoptose e algumas proteinas que atuam na sua
regulacdo. Via extrinseca: Receptores de “morte” (ex: Fas e TNFR1) ativados por seus
ligantes (ex: Fas, TNFa) ativam as caspases iniciadoras (ex: caspase-8), que por sua vez
causam a ativagdo das caspases efetoras (ex: caspase-3 e -7) com conseqliente inducdo de
apoptose. Via extrinseca: Proteinas proé-apoptdticas (ex: Bax, Bak) causam liberacao
citocromo ¢ ¢ Smac/DIABLO pela mitocondria. Citocromo ¢ e dATP junto com procaspase-9
e Apaf-1 formam o apoptossomo que ativa caspase-9 com conseqliente ativacao das caspases
efetoras e apoptose. Smac/DIABLO antagoniza os efeitos das IAPs, incluindo survivina, que
inibem o apoptossomo e as caspases efetoras. Os membros anti-apoptoticos da familia Bel-2
(ex: Bcl-2) impedem a permeabilizacdo da membrana mitocondrial. Alguns mecanismos
pelos quais a p53 regula os processos apoptoticos sdo: ativacao de receptores de membrana,

inativagdo de Bcl-2, ativagao direta, ou indireta de Bax e Bak, e repressdo de survivina.
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1.5. Mecanismo de resisténcia a quimioterapia mediado por moléculas transportadoras

O mecanismo mediado por proteinas de transporte ¢ o mais comumente envolvido na
quimioresisténcia nas doengas neoplasicas. No grupo das proteinas envolvidas nesse processo
estdo as moléculas pertencentes a superfamilia dos transportadores ABC (adenosina trifosfato
ou ATP Binding-Cassette), que funcionam como bombas de efluxo dependentes de energia
que transportam quimioterdpicos do interior para o meio extracelular, reduzindo as suas
concentragdes a niveis sub-letais. Dentre as moléculas pertencentes a este grupo, as mais
estudadas sdo a glicoproteina-P (PgP), a proteina associada a multiresisténcia ou multidrug
resistance associated protein (MRP) e a proteina relacionada a resisténcia a mitoxantrona ou
breast cancer resistance protein (BCRP/MXT). Outra proteina também associada a
multiresisténcia, mas ndo pertencendo a superfamilia dos transportadores ABC, é a LPR (do
inglés lung-resistance related protein) encontrada no citoplasma ¢ relacionada com estruturas
vesiculares, estando envolvida no transporte bidirecional de quimioterdpicos entre o ntcleo e
o citoplasma conferindo resisténcia a drogas que se ligam ao DNA (STAVROVSKAYA,
2000).

A PgP ¢ uma proteina transmembrana codificada pelo gene MDR-1 localizado no
cromossomo 7 (7q2.11) especializada no transporte celular dependente de energia. Ela
promove o efluxo de diferentes agentes quimioterapicos tais como antimetabolitos, alcaldides
da vinca e epipodofilotoxinas além de outros produtos naturais toxicos para a célula. A
superexpressao da PgP, diminui a concentracao desses quimioterapicos no interior das células
neoplasicas, impedindo-os de atingirem os seus alvos intracelulares e portanto, impedindo a
morte celular (VAN DER BLIEK & BORST, 1989; STAVROVSKAYA, 2000).

A MRP ¢ outro membro da familia ABC de transportadores de membrana. Ela ¢ uma
glicoproteina integral de membrana que possui alto grau de homologia com a PgP. A MRP
gera um mecanismo de resisténcia semelhante aquele mediado pela PgP e quando
superexpressa, também diminui a concentracdo dos quimioterdpicos no interior da célula
(ZAMAN et al, 1994).

A proteina MRP, assim como a PgP, sdo bombas de efluxo dependentes de ATP cuja
finalidade ¢ a extrusao de substancias citotoxicas para o meio extracelular. Ambas as bombas

apresentam afinidade em comum para as antraciclinas, alcaldides da vinca e
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epipodofilotoxina, extruindo também corantes fluorescentes como a rodamina-123 (Rho-123).
Porém, a MRP e a PgP ndo apresentam exatamente o mesmo espectro de resisténcia. A PgP
tem uma afinidade para grandes cations hidrofobicos e a MRP parece ser mais eficaz no
transporte de anions organicos. Adicionalmente, a MRP apresenta a capacidade de transportar

glutationa, componentes conjugados ao sulfato e glucuronidas (RENES et al, 2000).

1.6. Tratamento do LB: O LB como um modelo de entendimento de resisténcia tumoral

O prognéstico dos pacientes com LB mudou drasticamente nas duas ultimas décadas
com a introducdo de quimioterapia intensiva de curta duracao (REITER et al, 1999, PATTE et
al, 2001). Recentemente, o foco tem sido a modificacdo do tratamento para regimes eficazes,
porém com menor toxicidade, principalmente, nas criancas (PATTE et al, 2007a). Outro foco
¢ a exploracdao do conhecimento da biologia molecular da doenga para o desenvolvimento de
estratégias de terapia que possam resgatar os pacientes refratarios ao tratamento inicial, ou
que apresentam recidiva. O LB ¢ um caso impar de doenga maligna em que um tratamento
utilizado inicialmente em criangas foi aplicado em pacientes adultos resultando em melhora
da resposta e sobrevida (MAGRATH et al, 1996). No entanto, o emprego de regimes
intensivos em adultos esta relacionado a uma maior toxicidade incluindo, neurotoxicidade,
mucosite severa e toxicidade hematoldgica. Alguns estudos mostram que adultos com doenga
de baixo risco podem ser tratados com regimes de quimioterapia menos intensivos, no
entanto, os adultos em estagios avancados da doenga, t€ém sobrevida inferior se o regime

empregado for menos intensivo (LASCACE et al, 2004). O mesmo ocorre com 0s pacientes
na faixa etaria definida como adolescéncia (PATTE et al, 2007b). Desta forma torna-

se mais evidente que a idade ¢ um fator prognostico relacionado a sobrevida, além da baixa
tolerancia dos pacientes de maior faixa etaria a quimioterapia, sugerindo que diferengas inatas
na biologia do tumor em diferentes faixas etarias possam ocorrer.

Um dos temas instigantes recentes relacionados a biologia do LB - além da identificagao
de uma assinatura molecular definida por microarrays (HUMMEL et al, 2006; DAVE et al,
2006 ) - tem sido a investigacdo dos mecanismos de resisténcia e refratariedade ao tratamento
nesta doenca. Estudos recentes tém investigado o papel dos mecanismos anti-apoptdticos

envolvendo c-Flip e NF-¢xB. c-Flip ¢ uma proteina que inibe a ativagdao da caspase 8 através
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da inibi¢do do seu recrutamento pelo complexo sinalizador de morte celular (IRMLER et al,
1997). A expressdo dessa proteina em amostras tumorais de pacientes com LB foi
correlacionada com uma sobrevida livre de eventos encurtada (24%), quando comparada com
aquela dos pacientes que ndo expressavam este marcador (93%) (VALNET-RABIER et al,
2005). Tafuku e colaboradores (2006) evidenciaram o papel do NF-xB no LB. Estes autores
mostraram que linhagens de LB positivas para o EBV expressam NF-¢xB ativado, e sdo
resistentes a apoptose induzida por TRAIL. Outros mecanismos de resisténcia ao tratamento
podem estar relacionados a presenca de alteragdes cariotipicas complexas envolvendo os
cromossomos 7 ¢ 20, assim como, transloca¢des envolvendo o brago curto do cromossomo
17, onde esta localizado o gene TP53 (KARPOVA et al, 2006). Também, as muta¢des do
gene TP53 podem influenciar a resposta ao tratamento (KLUMB et al, 2003).

1.7. Mecanismo de acido dos agentes genotoxicos

Agentes que induzem dano ao DNA — os denominados genotoxicos — tém sido usados
com sucesso ha décadas no tratamento de pacientes com cancer. A descoberta de que agentes
quimicos que interagiam ou induziam dano ao DNA tinham a capacidade de bloquear a
progressdo do cancer, abriu uma perspectiva infinita, e levou a descoberta de muitas
moléculas que sdo usadas até hoje. As genotoxinas alteram o DNA das células e este dano ¢
detectado por “sensores” levando a ativacao da p53 e a morte das células tumorais. Estas
drogas sdo em geral agentes que interagem diretamente com o DNA resultando em quebras, e
interferindo com a replicacdo e transcri¢ao, dois processos essenciais que quando danificados
resultam em apoptose. Alguns agentes genotdxicos ndo interferem diretamente com o DNA,
porém agem através da inibicdo de proteinas fundamentais para a sintese do DNA, ou
proteinas responsaveis por manter a topologia do DNA (ex. topoisomerases), resultando na

inibicao da replicacao e sintese proteica (MICHOD & WIDMAN, 2007).

1.7.1. Cisplatina (CDDP)

Sintetizada pela primeira vez em 1847 por M. Peyrone, a cisplatina

[cisdiaminodicloroplatino(Il)] (Fig. 5) teve sua atividade quimioterapica contra o cancer
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descoberta na década de 60. Atualmente, a cisplatina ¢ um dos agentes citotoxicos mais
amplamente usados no tratamento de malignidades epiteliais tais como cancer de pulmao,
cabeca e pescoco, ovario, bexiga e testiculo (BOULIKAS & VOUGIOUKA, 2003). Esta
droga também ¢ utilizada nos principais protocolos de recidiva dos LNH, incluindo o LB
(HAGEMEISTER, 2002; MEY et al, 2006). Entretanto, a utilizacdo desse agente pode levar
a reagOes adversas severas incluindo toxicidade renal e gastrintestinal, neuropatia periférica,

astenia e ototoxicidade (BOULIKAS & VOUGIOUKA, 2003)

H N cl
N

HEN/ \CI Figura 5- Formula molecular plana da cisplatina (Brabec &
Kasparkova, 2005).

A principal via pela qual a cisplatina, assim como outros agentes quimioterapicos
induz morte celular é por apoptose, através da indugdo de diversas vias de transdugao de sinal,
especialmente da familia c-Jun N-terminal quinase (JNK) de MAP (mitogen-activated
protein) quinases. O alvo da cisplatina ¢ o DNA. Ela reage com sitios nucleofilicos no DNA
formando mono-aductos e liga¢des cruzadas entre as fitas, que podem ocorrer na mesma fita
ou em pontos adjacentes entre duas fitas do DNA (BOULIKAS & VOUGIOUKA, 2003) que
causam parada do ciclo celular e apoptose. A principal via de reparo do DNA para esses
aductos ¢ por excisdo de nucleotideos, mas a eficiéncia do reparo ¢ baixa (WERNYJ &
MORIN, 2004).

A resisténcia a cisplatina ¢ um problema freqiientemente encontrado na terapia de
alguns tipos de tumor. Ela pode ser mediada por varios mecanismos como aumento do efluxo
da droga, diminuicdo da entrada de droga na célula, detoxificacdo, intenso reparo do DNA, ou
mecanismos que levam a um aumento da sobrevivéncia das células, principalmente alteragdes

nas vias de sinalizacdo que afetam a apopotse (WERNYJ & MORIN, 2004).

1.7.2. Etoposideo (VP-16)

As podofilotoxinas sdo lignanas de ocorréncia natural, encontradas em plantas,
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particularmente no género Podophyllum. Ha mais de 1000 anos elas tém sido usadas como
medicamento para diversas condi¢des, entretanto devido as propriedades toxicas das
podofilotoxinas elas foram retiradas da farmacopéia Americana em 1942. Apos esse periodo,
estudos mostraram que as podofilotoxinas eram tteis no tratamento de verrugas venéreas e
posteriormente outras caracteristicas dessas substancias foram sendo elucidadas como as
propriedades anti-mitoticas pela ligacdo a tubulina, e antineoplésicas. Entretanto, os efeitos de
toxicidade gastrintestinal tornavam o uso clinico dessas substancias inaceitdvel (IMBERT,
1998).

Na década de 50, pesquisadores do Sandoz Pharmaceuticals comecaram a sintetizar
diversos derivados de podofilotoxina na tentativa de identificar agentes que mantivessem a
atividade anti-neoplésica, mas apresentassem menos toxicidade. A partir dessas tentativas,
foram sintetizados o etoposideo (VP-16) e o teniposide (VM-26). (Fig. 6) que em estudos
clinicos mostraram atividade anti-neoplasica na leucemia mieldide aguda (LMA), doenca de
Hodgkin, linfomas nao-Hodgkin, cancer de pulmio (de células pequenas e ndo pequenas),

cancer gastrico, cancer de mama e cancer de ovario (HANDE, 1998).
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1.R=CH;; R =H ECHa do etoposideo (1), teniposideo (2), e
2R= [~ R=H podofilotoxina (3) (XIAO et al, 2004),

O etoposideo (VP-16) ¢ um dos agentes quimioterapicos mais usados na terapia do
cancer. O farmaco ¢ fase-especifico, agindo no final da fase S e inicio da fase G2 do ciclo
celular pela inibi¢do da topoisomerase II (SLEVIN, 1991).

As topoisomerases do tipo II sdo enzimas dependentes de ATP que catalisam o
transporte de um segmento de DNA (o segmento T) através de uma quebra transitoria na fita

dupla de DNA de um segundo segmento (segmento G). O papel dessa enzima na célula ¢
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controlar o super-enrolamento do DNA e relaxar as concatenagdes que surgem durante a
replicagdo ou recombinacdo do DNA (CHARVIN et al, 2003). O etoposideo, assim como
outros inibidores de topoisomerase II, ndo causa a morte das células pelo bloqueio da fungao
catalitica da enzima. Ao invés disso, esse farmaco aumenta a concentracdo do estado
estacionario dos complexos de DNA clivados pela topoisomerase II dentro das células,
impedindo a re-ligagdo das quebras das duplas-fitas no genoma de células em replicacdo. Essa
acdo converte as topoisomerases em toxinas fisiologicas que introduzem altos niveis de
quebras transitorias no genoma das células (HANDE, 1998). Este agente indutor de dano ao
DNA, freqiientemente usado em protocolos de tratamento de pacientes com LB refratario ao
tratamento de primeira linha, também pode ativar o checkpoint da mitose, a semelhanga de
agentes inibidores de microtibulos como os alcaldides da vinca (MIKHAILOV et al, 2002;
VOGEL et al, 2005).

1.7.3. Doxorrubicina (DOX)

Doxorrubicina (DOX) ou adriamicina (Fig. 7) € um antibiotico antraciclina da classe
das quinonas amplamente usado para o tratamento de varios tipos de tumores. O principal
mecanismo de agdo proposto para esse composto envolve dano ao DNA pela inibicdo da
topoisomerase Il e geragdo de radicais livres de oxigénio por reagdo redox (MIZUTANI et al,
2005). Entretanto, foram propostos varios outros mecanismos, além dos ja citados, para as
acdes citostaticas e citotoxicas da DOX e outras antraciclinas. Dentre esses mecanismos estao
incluidos intercalagdo no DNA com conseqiiente inibi¢cdo da biosintese de macromoléculas,
ligacdo ao DNA e alquilagdo, interferéncia com o desenrolamento do DNA ou separacao das

fitas do DNA atividade da helicase e efeitos diretos na membrana (GEWIRTZ et al, 1999).
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Figura 7- Formula molecular plana da

doxorrubicina (WOLF & BAYNES, 2006).

Um dos principais efeitos adversos do tratamento com DOX ¢ cardiomiopatia e
insuficiéncia cardiaca e esse efeito ¢ devido a capacidade desse composto induzir apoptose em
cardiomidcitos pela formagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (KALYANARAMAN
et al, 2002). Entretanto, o mecanismo anti-tumoral da DOX envolve inibicdo de
topoisomerase Il e sintese de DNA, e esse mecanismo ¢ diferente do mecanismo de
cardiotoxicidade, ou seja, DOX induz apoptose em células normais e células tumorais por
mecanismos diferentes. Foi mostrado que em células endoteliais e cardiomiodcitos, DOX
induziu apoptose por um mecanismo mediado pela formacao de H,O, e esse mecanismo ¢
independente da ativacao de p53. Entretanto, a indugdo de apoptose em células tumorais foi

dependente da ativacdo de p53 (WANG et al, 2004).

1.7.4. Radiacio Ionizante

A radiagdo ionizante gera quebras da dupla-fita de DNA, que levam a indugdo dos
checkpoints do ciclo celular resultando em parada do ciclo celular nas fases G1/S ou G2/M,
ou inducao de apoptose. O dano das c€lulas causado pela radiacdo ionizante ocorre através de
um aumento na concentra¢do de espécies reativas de oxigénio (ROS) que leva a indugdo de
mecanismos de defesa anti-oxidativos na célula (VUCIC et al, 2006).

Os niveis de p53 selvagem tendem a aumentar apds indugdo com radiagdo ionizante,
provavelmente como o resultado do aumento da meia vida da proteina e aumento da traducao

do RNA mensageiro (RNAm). A radiacdo ionizante também tem capacidade de causar
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fosforilacdo da serina 15 da p53, em parte pela atividade de ATM (GIACCIA & KASTAN,
1998).

Aumento da atividade da proteina quinase ATM ¢ observado em todas as fases do
ciclo celular em células induzidas com radiacdo ionizante, portanto diversas vias atuam

gerando a resposta a este estimulo, ja que ATM tem diversos alvos funcionais, além de p53,

em diferentes fases do ciclo celular (PANDITA et al, 2000).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo principal

= Avaliar a correlagdo entre o tipo de mutacdo da proteina p53, presente em linhagens
derivadas do Linfoma de Burkitt, e o seu status funcional, através da analise da
viabilidade celular, inducdo de apoptose, progressao no ciclo celular e indug¢dao da
expressdo das proteinas p53 e p2l de forma a explorar mecanismos envolvidos na

resisténcia ao tratamento.

2.2. Objetivos especificos

* Analisar os efeitos mediados pelos quimioterapicos doxorrubicina, cisplatina e etoposideo
na indugdo da apoptose, progressao no ciclo celular e expressdo das proteinas p53 e p21

nas linhagens Daudi e Raji.

» Avaliar os efeitos da radiacdo ionizante nas linhagens Daudi e Raji, na inducdo de

apoptose, progressao no ciclo celular e indugao da expressao das proteinas p53 e p21.

= Analisar o perfil de expressdo das proteinas relacionadas a apoptose, survivina e
Smac/Diablo, nas linhagens Daudi e Raji, antes e apds a exposicao a radiacdo ionizante e

aos quimioterapicos doxorrubicina, cisplatina e etoposideo.
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3. METODOLOGIA

3.1. Linhagens celulares

As linhagens celulares selecionadas para este estudo foram Daudi, estabelecida por E.
Klein e G. Klein em maio de 1967 e Raji, estabelecida por R. J. V. Pulvertaft em 1963.
Ambas sao derivadas do LB e sdo infectadas pelo EBV.

As linhagens foram mantidas em meio RPMI 1640 (RPMI medium 1640 /Invitrogen
Life Technologies) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Foetal Bovine
Serum/Invitrogen Life Technologies) em atmosfera umida, 37°C e 5% de CO; e a renovagdo

do meio de cultura foi realizada a cada trés dias.

3.1.1. Caracterizacao das linhagens celulares

3.1.1.1. Analise citogenética das linhagens celulares

A andlise cromossomica por bandeamento G das linhagens Daudi e Raji foi realizada
utilizando a técnica de identificacdo descrita por Seabright (1971). A analise citogenética foi
realizada pelo Laboratorio de Citogenética do Centro de Transplante de Medula Ossea-

CEMO, do INCA.

3.1.1.2. Detecciio do virus Epstein-Barr nas linhagens

A presenca EBV foi analisada através do estudo da expressdo génica do EBV por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real utilizando o método TagMan
(BUSTIN, 2002). O PCR em tempo real pelo método TagMan é um sistema onde a reagao
em cadeia da polimerase convencional contém iniciadores (primers) e uma sonda marcada

com 2 moléculas que emitem fluorescéncia (reporter e quencher). Durante a amplificagdo, a

-52-



Analise da resisténcia ao tratamento em linhagens do LB

sonda ¢ clivada causando a separagdo das moléculas reporter e quencher com emissdo da
fluorescéncia. A intensidade da fluorescéncia aumenta em propor¢ao direta a quantidade do
produto especifico amplificado e, ciclo a ciclo, as alteragdes sao mensuradas. Os resultados
sdo computados durante a fase exponencial da reacdo, quando a fluorescéncia emitida ¢
proporcional a identificagdo do numero de copias do DNA molde. A vantagem de usar sondas
marcadas com fluoréforos é a necessidade de ocorrer uma hibridizacdo especifica entre a
sonda e a seqiiéncia alvo para gerar emissao de fluorescéncia. Desta forma, amplificagdes nao
especificas devido a artefatos como primer-dimers ndo geram sinais, garantindo a
especificidade da reagdo (BUSTIN, 2002; KWOK & HIGUCHI, 1989).

Foram utilizados primers e sondas para um fragmento génico EBNAL do virus. Os
dados da seqiiéncia do genoma do EBV foram obtidos no GenBank Sequence Database
(namero de acesso V01555). Primers e sondas do gene EBNAL foram desenhados pela
empresa Applied Biosystem®. Foi utilizada uma sonda TagMan MGB (Applied Biosystems)
com fluorocromo reporter 6-FAM (6-carboxilfluoresceina) ligado a por¢do 5' da sonda, um
qguencher nao fluorescente na por¢do 3' da sonda para detec¢do da seqiiéncia de interesse
(concentracdo final de 250 nM) (MGB (minor groove binder).

As reagdes foram realizadas sempre em duplicata e confirmadas em uma reagao
posterior. Como controle negativo ndo foi adicionado DNA do virus em uma das duplicatas.
Esta metodologia foi implantada recentemente no Laboratério de Hematologia Celular e
Molecular do Servigco de Hematologia do Hospital do Cancer I/ INCA (MACHADO et al,
2007).

O equipamento Applied Byosistems® 7500 Real Time PCR System foi utilizado para a

reagao.

3.1.1.3. Expressio das proteinas p53 e p21

A caracterizag@o do nivel de expressdo das proteinas p53 e p21 nas linhagens celulares
sem exposicdo a agentes citotoxicos foi realizada por citometria de fluxo e por Western
blotting. A seguir, descrevemos a metodologia utilizada para a técnica de citometria de fluxo.
A metodologia referente a técnica de Western blotting utilizada para essa etapa do estudo sera

descrita mais adiante, para facilitar o entendimento e organizag¢do dos resultados.
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3.1.1.3.1. Marcac¢ao com anticorpos monoclonais

Foram utilizadas 4x10° células provenientes da suspensdo celular preparada como
descrito anteriormente para marcacdo com cada proteina (pS3 e p2l1). O volume
correspondente a essa concentracdo celular foi centrifugado a 2000 rpm por 5 min, o
sobrenadante foi descartado e o sedimento, apds homogeneizagado, foi incubado com solugdo
de lise (BD FACS™ Lysing Solution / BD Biosciences) previamente diluida a 10% em agua
destilada por 10 minutos em temperatura ambiente para permeabilizagdo celular. Apds esse
tempo, foi feita uma centrifugacdo a 2000 rpm por 5 minutos, descarte do sobrenadante,
homogeneizagdo do sedimento, e lavagem com 2 mL de solugdo de Tween-20 diluido a 0,5%
em solu¢do salina tamponada com fosfato pH 7.4 (PBS/Tween-20 0,5%), seguida por
centrifugagdo a 2000 rpm por 5 minutos com posterior descarte do sobrenadante e
homogeneizacao do sedimento. A seguir foram adicionados aos tubos 500 uL. de albumina
sérica bovina a 1% em PBS e incubados por 15 minutos em temperatura ambiente. Apds
centrifugacdo com descarte do sobrenadante, o sedimento homogeneizado foi incubado com 5
uL dos anticorpos monoclonais de camundongo anti-p53 humana (DO-7 / DakoCytomation)
diluido a 1:50, ou anti-p21"*F“ humana (NCC-RAS-001 / DakoCytomation) diluido a 1:25,
ou sem anticorpo (controle isotipico) por 30 minutos em temperatura ambiente ao abrigo da
luz. Apos essa incubacdo foi realizada lavagem com 2 mL de solu¢do de PBS/Tween-20
0,5%, centrifugacdo a 2000 rpm por 5 minutos, descarte do sobrenadante ¢ homogeneizagao
do sedimento. A seguir, foram adicionados 5 pL do anticorpo anti-Ig conjugado a
isotiocianato de fluoresceina (FITC) (F 0313 / DakoCytomation) em todos os tubos por 30
minutos mantendo em temperatura ambiente ao abrigo da luz. Apds lavagem com 2 mL de
solugdo de PBS/Tween-20 a 0,5%, centrifuga¢do a 2000 rpm por 5 minutos e descarte do
sobrenadante, ao sedimento homogeneizado foram adicionados 300 pL de formaldeido
diluido a 1% em PBS e os tubos foram armazenados a 4°C ao abrigo da luz até o momento da

leitura.
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3.1.1.3.2. Leitura e analise em citometro de fluxo

As leituras e as andlises foram feitas em um citometro de fluxo de 3 canais (BD
FACScan™ Flow Cytometer / BD Biosciences) empregando o programa CellQuest (The Cell
QuestTM Software / BD Biosciences) com aquisi¢do de 12000 eventos. Os parametros FSC X
SSC em escala linear, foram usados para selecionar a popula¢do de células (gate) que seria
analisada quanto a expressdo das proteinas em estudo. O nivel de expressdo das proteinas p53
e p21 foi analisado com o parametro FL1, em escala logaritmica, que detecta a fluorescéncia
verde liberada pelo fluorocromo FITC, que indica a reacao antigeno/anticorpo.

Os resultados foram fornecidos na forma de histogramas e em percentual da populagdo
celular positiva para os anticorpos com os quais a marcagdo foi realizada. A quantificacao
antigénica das proteinas p53 e p21 foi dada pela média de intensidade de fluorescéncia (MIF),
que foi calculada como a razdo da intensidade de fluorescéncia da amostra marcada com os
anticorpos monoclonais anti-p53, e -p21, respectivamente, pela intensidade de fluorescéncia

da amostra marcada com o anticorpo anti-IgG1 (controle).

3.2. Status da proteina p53 nas linhagens celulares do estudo

3.2.1. Descricao de mutacdes nas linhagens celulares Daudi e Raji

As informagdes foram obtidas no banco de dados de mutagdes da proteina p53 em
linhagens celulares da Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC - International
Agency for Research in Cancer) (PETITJEAN et al, 2007).

No banco de dados do IARC as informagdes sdo arquivadas tendo como base
publicagdes descritas na literatura cuja metodologia de deteccdo de mutagdes da p53 foi
realizada por seqiienciamento de DNA. Para algumas linhagens, inclusive para as
selecionadas em nosso estudo, ha discordancia em relagdo ao sitio da mutagdo e esta
informacao ¢ assinalada no banco de dados.

Na linhagem Daudi foram descritas duas mutacdes do gene TP53 nesse banco de

dados. A mutagdo R213X esta localizada no éxon 6, cédon 213 e causa a troca de um
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nucleotideo citosina por uma timina (CGA — TGA) levando a uma substituicio do
aminoacido arginina por um codon de parada (stop) (mutagdo frameshift) no sitio de ligagdo
ao DNA da proteina. Este foi o primeiro relato de mutagdes do gene TP53 em linhagens
derivadas do LB e foi descrito por Gaidano et al. em 1991. A outra mutacdo na linhagem
Daudi assinalada no banco de dados do IARC ¢ a G266E e so foi descrita em 2004 no
COSMIC (Catalogue of Somatic Mutations in Cancer of Sanger Institute) localizada no éxon
8, codon 266. Esta mutacdo causa a troca de uma guanina por adenina (GGA — GAA)
levando a substituicdo do aminodcido glicina por um glutamato em um sitio de ligacdo ao
DNA (BAMFORD et al, 2004).

Na linhagem Raji também foram descritas duas mutagdes no banco de dados do
IARC. Este dado ¢ discordante em 2 estudos. Uma mutagdo missense foi descrita por Farrell
et al. (1991) localizada no codon 213 em (éxon 6) R213Q e causa a substituicdo de uma
guanina por adenina (CGA —CAA) levando a troca do aminodcido arginina por uma
glutamina no sitio de ligagdo ao DNA da proteina. Esta mutagdo ¢ descrita em somente um
alelo do gene TP53. Ainda ha uma descricdo de mutacao no éxon 7, cédon 234 que leva a
uma muta¢do missense Y234H ocorrendo a troca tirosina por histidina ¢ foi relatada por

Chow et al (1993) afetando um so alelo.
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3.2.1.1. Extracao e quantificacio do DNA das linhagens

Inicialmente, uma suspensdo celular contendo 10° células foi centrifugada a 2000 rpm
por 5 minutos. O precipitado foi lavado com cloreto de s6dio 0,9% e centrifugado novamente
a 2000 rpm por 5 minutos. O precipitado de células resultante foi entdo armazenado em -20°C
até posterior extracdo do DNA.

A extracdo do DNA das células foi realizada usando o kit GFX Genomic Blood DNA
Purification Kit (GE Healthcare Life Sciences) seguindo as recomendagdes do fabricante.

O DNA das linhagens celulares e de individuos saudaveis (controle negativo) foi
quantificado (NanoDrop® ND-1000 /N anoDrop) em comprimento de onda de 260 nm, diluido
para 100 ng/uL e posteriormente 100 — 500 ng de DNA foram utilizados na reagdo em cadeia
da polimerase (PCR) para amplificar o segmento de DNA correspondente aos éxons onde
foram descritas as mutagdes no gene TP53 nessas linhagens. O DNA de individuos saudaveis

foi usado como controle negativo das mutagdes.

3.2.1.2. Reac¢do em cadeia da polimerase (PCR)

Os primers usados para esse estudo foram sintetizados pela Invitrogen Life
Technologies e o tamanho, em pares de bases, dos produtos resultantes da PCR estao

descritos na Tabela 1.

Tabela 1- Seqiiéncias dos primers usados nas reagdes de PCR para os éxons 6, 7 ¢ 8 do gene
TP53 e tamanho dos respectivos produtos amplificados

Exon Direcio Seqiiéncia Produto (bp)

6 Senso 5" CACTGA TTG CTC TTA GGT CT 3’ 144
Antisenso 5 AGT TGC AAA CCA GACCTCAG3

7 Senso 5’ CTA GGT TGG CTCTGA CTGTA ¥ 118
Antisenso 5’ TGA CCT GGA GTC TTC CAG TG 3’

8 Senso 5 CTTCTC TTT TCC TATCCT GA 3’ 180
Antisenso 5’ TCT TGT CCTGCTTGCT 3’
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A reacdo de PCR para os éxons 6 e 8 foi realizada em um volume final de 25 pL e
para o éxon 7 de 45 pL. Cada reagdo era composta de 100-500 ng de DNA; 25 pmoles de
cada primer dos éxons 6, 7 ou 8; 0,2 mM de dNTPs; 1U de Taqg DNA Polimerase (Invitrogen
Life Technologies); 1,5 a 3 mM/L de MgCl, (Invitrogen Life Technologies) e Tampao de
Reagdo 10X (10X PCR Buffer / Invitrogen Life Technologies). Para os controles negativos da
reacdo ndo foi adicionado DNA a reagdo. Essa mistura foi entdo colocada em um
termociclador (PTC-100 /MJ Research) e submetida a reacdo de PCR de acordo com o
programa mostrado na tabela 2, exceto para o éxon 6, em que uma reagdo de “hot start” foi
realizada. Todos os componentes da mistura de reacdo, exceto a Taq DNA Polimerase foram
colocados no termociclador e apos uma desnaturagdo inicial durante 10 minutos a 98°C, a
enzima foi entdo adicionada e a reagao procedeu com as etapas subseqiientes. O programa da

reac¢do de PCR para esse éxon estd descrito na tabela 3.

Tabela 2: Etapas de ciclagem da reagdo de PCR para os éxons 7 e 8.

Etapa Temperatura Tempo
1 94 °C 2 min
2 94 °C 1 min
3 58 °C 1 min
4 72 °C 2 min
5 Repete etapas 2 a 4 — 35 vezes
6 72 °C 7 min
7 Fim

Tabela 3: Etapas de ciclagem da reacdo de PCR “hot start” para o éxon 6.

Etapa Temperatura Tempo
1 98 °C 10 min
2 Pausa para acrescentar a solucdo de Tag DNA
3 94 °C 2 min
4 55°C 1 min
5 72 °C 2 min
6 Repete etapa 3 a 5 — 35 vezes
7 72 °C 7 min
8 Fim
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3.2.1.3. Purificacdo do DNA para seqiienciamento

Os produtos amplificados na reagdo de PCR foram submetidos a purificacdo visando
posterior seqiienciamento. Ao volume total dos produtos da reagdo de PCR foram misturados
2 uL de tampao de amostra contendo os corantes azul de bromofenol e xileno cianol e
aplicados em um gel de agarose a 2% imerso em tampao TAE 1X (Trizma base, EDTA 0,5 M
pH 8.0, Acido acético glacial) e ja contendo brometo de etideo (10 pg/uL). Como marcador
de aferi¢ao dos produtos gerados foi utilizado um padrao de peso molecular de 100 bp (100
bp DNA Ladder / Invitrogen Life Technologies). A corrida ecletroforética do gel com os
fragmentos amplificados foi realizada a 100 volts por 1 hora. Apos esse tempo, foi feita
excisdo das bandas correspondentes aos éxons estudados de cada linhagem. As bandas foram
entdo colocadas em tubos identificados e purificadas usando o GFX™ Genomic Blood DNA
Purification Kit (GE Healthcare Life Sciences) conforme instru¢des do fabricante. Apds este
procedimento o DNA purificado foi quantificado (NanoDrop® ND-1000 /NanoDrop) em

comprimento de onda de 260 nm.

3.2.1.4. Seqiienciamento do DNA

Uma massa de 50 ng do DNA de cada produto purificado foi submetida a
seqiienciamento pela empresa Macrogen (Coréia do Sul) usando os primers correspondentes a
cada éxon cuja mutagdo foi referida no Banco de dados do IARC. Para a linhagem Raji foram
seqiienciados os éxons 6 € 7, e para a linhagem Daudi os éxons 6 e 8.

As seqiiéncias obtidas foram alinhadas as seqiiéncias de p53 selvagem através do
algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) disponivel online através do NCBI

(National Center for Biotechnology Information) utilizando os parametros padrao de analise.

-59 -



Analise da resisténcia ao tratamento em linhagens do LB

3.3. Caracterizagao funcional da proteina p53 nas linhagens

A andlise funcional da proteina p53 nas linhagens Daudi e Raji foi realizada através da
utilizagdo de radiagdo ionizante gama e trés quimioterdpicos (cisplatina, etoposideo e
doxorrubicina), com posterior avaliagdo da capacidade desses agentes induzirem apoptose,
parada do ciclo celular, e expressdo de proteinas relacionadas ao controle do ciclo celular e
apoptose. O perfil de resisténcia a quimioterapia também foi avaliado e correlacionado com o
status da proteina p53.

As andlises da indugdo de apoptose e ciclo celular ndo foram realizadas com a
utilizagcdo de doxorrubicina. Isso se deu pelo fato de que a concentragdo desse quimioterapico
necessaria para o estudo interferiu na leitura do citdmetro de fluxo, pela emissdo de
fluorescéncia do mesmo comprimento de onda que a emitida pelo reagente utilizado nos
ensaios (iodeto de propideo), impossibilitando uma analise precisa dos dados. Entretanto, o
estudo da expressdo de p53 e proteinas relacionadas ao ciclo celular, assim como o perfil de

resisténcia a quimioterapia foi testado também com essa droga.

3.3.1. Ensaio de citotoxicidade de agentes quimioterapicos (MTT)

O ensaio do MTT foi usado para medir a citotoxicidade dos quimioterapicos
etoposideo (VP-16), cisplatina (CDDP) e doxorrubicina (DOX) sobre as linhagens celulares
Daudi e Raji. Esse ensaio mede a capacidade de atividade da desidrogenase mitocondrial. Em
células vivas, o sal brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-i1]-2,5-difenil-tetrazolium (MTT) ¢
reduzido para formazana (1-[4,5-dimetiltiazol-2-i1]-3,5-difenilformazana) que pode ser
analisada colorimetricamente (MOSMANN, 1983). Dessa forma esse método foi usado para
avaliar a capacidade citotdxica das drogas estudadas e determinar a dose capaz de diminuir a
viabilidade celular de 50% das células (DLsp) em 48 horas de exposicao ao fairmaco.

Foram usadas cinco concentracdes de cada farmaco na realizagdo do experimento.
Inicialmente o experimento foi realizado com uma faixa mais ampla de concentragdes, por
exemplo 1 uM, 10 uM, 100 uM, 500 uM e 1 mM, para que se tivesse uma nocao de onde a

concentragdo ideal estaria, ja que o perfil de resposta dessas linhagens a essas drogas ndo era
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conhecido.

Com base nesse rastreamento inicial, a faixa de dosagem foi sendo reduzida até que a
faixa ideal foi alcangada. A faixa considerada ideal era aquela na qual a concentracdo mais
baixa ¢ a concentracdo mais alta utilizadas forneciam valores de viabilidade extremos e as
concentragdes intermediarias forneciam valores intermedidrios de viabilidade para ambas as
linhagens.

Dessa forma, as faixas de dosagem ideais foram de 0,1 uM; 0,2 uM; 0,5 uM; 1 uM;
2,5 uM e 5 pM de doxorrubicina (DOX) para a linhagem Raji e 0,2 uM; 0,5 uM; 1 uM; 2,5
uM e 5 uM para a linhagem Daudi; 0,312 uM; 0,625 uM; 1,25 uM; 2,5 uM; 5 uM e 10 uM de
etoposideo (VP-16) para a linhagem Raji e 5 uM; 10 uM; 25 uM; 50 uM; 75 uM e 150 uM da
mesma droga para a linhagem Daudi ¢ 5 uM; 10 uM; 15 puM; 20 uM; 25 uM e 30 uM de
cisplatina (CDDP) para a linhagem Raji e 10 uM; 15 puM; 20 uM; 25 uM e 30 uM e 50 uM
para a linhagem Daudi.

Para realizacdo do experimento, uma suspenséo celular contendo 2x10° células/mL de
cada linhagem celular foi preparada em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB.
Em cada poco de uma placa de 96 pocos foram colocados 10 puL das solucdes preparadas pela
dilui¢do de cada droga em NaCl 0,9% para as concentracdes finais indicadas anteriormente,
100 pL da suspensao celular e 90 pL. de meio RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB.
Nos pogos de controle, ao invés da adi¢ao de droga, foi adicionado apenas diluente (NaCl
0,9%). Em cada experimento foram feitas triplicatas para cada concentragao de droga.

As células foram incubadas em atmosfera contendo 5% de CO; a 37°C por 24, 48 ¢ 72
horas. Quatro horas antes de terminar o tempo estabelecido (24, 48 ou 72 horas) foram
adicionados 20 pL de MTT (20 mg/mL). As placas foram entdo mantidas nas mesmas
condigdes de incubagao anteriores pelas quatro horas restantes para formagao dos cristais de
formazana. Apds esse tempo, 180 pL do sobrenadante foram retirados de cada pogo, 150 pL
de dimetil sulféxido (DMSO) foram adicionados e homogeneizados para a completa
dissolug¢do dos cristais de sal formados pelo metabolismo mitocondrial. A seguir foi feita a
medida da densidade Optica por espectrofotometria em comprimento de onda de 570 nm
(MiniSwift / Tecan).

A porcentagem de viabilidade celular foi entdo calculada com base na densidade
optica encontrada nos pocos de controle em relagdo aos pogos com droga e a média de trés

experimentos independentes foi utilizada para calcular a DLsy em 48 horas.
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3.4. Tratamento das células das linhagens com os quimioterapicos e radiacio gama.

Suspensdes celulares contendo 10° células/mL de cada linhagem em meio RPMI 1640
suplementado com 10% de SFB foram irradiadas com 5-Gy de raios gama em temperatura

ambiente por um irradiador de Cs

(IBL 437C / CIS Biointernational) durante 20 minutos ou
tratadas com as concentragdes correspondentes as DLsy dos quimioterapicos DOX, VP-16 e
CDDP, e mantidas em atmosfera contendo 5% de CO, a 37°C pelos tempos de 3, 8, 24 ¢ 48
horas. Suspensoes celulares sem os devidos tratamentos foram usadas como controles (tempo

Oh).

3.5. Analise do ciclo celular e apoptose apos inducdo com radiacio gama e quimioterapia

3.5.1. Ciclo Celular

O ciclo celular das linhagens celulares do estudo foi analisado pela marcagdo com
iodeto de propideo e leitura em citometro de fluxo. O iodeto de propideo ¢ um fluorocromo
que tem a capacidade de se ligar ao material genético da célula. Dessa forma, a marcacdo das
células com esse fluorocromo, apos degradagdo do RNA pela enzima RNAse, e leitura em
citometro de fluxo indicam a quantidade de DNA presente no interior das células, fornecendo
assim informagdo sobre a fase do ciclo celular (Go/Gi, S ou Go/M) em que as células se
encontram.

Suspensdes celulares contendo 5x10° células tratadas pelos tempos determinados com
radia¢do ionizante, VP-16 ¢ CDDP, ou ndo-tratadas (controles), foram centrifugadas em um
tubo de FACScan a 2000 rpm por 5 minutos. Os sobrenadantes foram descartados, os pellets
celulares foram homogeneizados e foi realizada adi¢ao de solugdo de iodeto de propideo
(iodeto de propideo 74,8mM; tampao citrato 4mM; Triton X 100 0,3%) e solugdo de RNAse
(RNAse 100mM, Tampao citrato 40mM) diluidas 1:1 a cada tubo. O material foi deixado
incubar em temperatura ambiente por 15 minutos na auséncia de luz e a seguir foi analisado

em um citdmetro de fluxo (BD FACScan™ Flow Cytometer / BD Biosciences®).
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3.5.2. Apoptose

A marcagao das células tratadas ou dos controles com anexina V e iodeto de propideo
(PI) foi usada para determinar o percentual de células vivas, em apoptose inicial, apoptose
tardia ou necrose.

A anexina V ¢ uma proteina que tem a capacidade de se ligar a fosfolipideos de
membrana de forma dependente de calcio. Durante o processo de apoptose, ocorrem varias
alteracdes na célula. Dentre essas alteragdes esta a exposi¢do da fosfatidilserina na face
externa da membrana plasmatica em uma fase precoce do processo apoptotico (VAN
ENGELAND et al, 1998; CLODI et al, 2000). A anexina V liga-se a fosfatidilserina
externalizada durante a apoptose inicial e, portanto, ¢ um indicador de que esse processo estd
ocorrendo. O PI liga-se aos acidos nucleicos e, por sua vez, sua ligagdo s6 ocorrera se houver
rompimento da membrana plasmatica. Por esse motivo ele ¢ indicador de que esta ocorrendo
necrose ou apoptose tardia na célula.

As suspensdes celulares com 5x10° células com ou sem os tratamentos descritos
anteriormente foram centrifugadas e os precipitados homogeneizados. Aos precipitados foram
entdo adicionados: tampao de ligagdo 10X (Annexin V Binding Buffer / BD Biosciences)
diluido para 1X em &4gua deionizada e 5 pL de anexina V conjugada ao isotiocianato de
fluoresceina (FITC) (Annexin V-FITC / BD Biosciences) em um volume final de 90 puL por
tubo. Apos incubagdo de 15 minutos em temperatura ambiente na auséncia de luz, foram
adicionados 250 pL de tampao de ligacdo 1X, e no momento da leitura no citometro de fluxo
foram adicionados 10 pL de PI (Propidium lodide Staining Solution / BD Biosciences).

A leitura foi realizada com aquisi¢do de 12000 eventos em um citdmetro de fluxo de 3
canais (BD FACScan™ Flow Cytometer / BD Biosciences®) empregando o programa
CellQuest (The Cell Quest™ Software / BD Biosciences).

3.6. Expressao das proteinas pS3, p21, survivina e SMAC/Diablo

A deteccdo da expressao da proteina p53, do seu alvo transcricional, p21, e das
proteinas relacionadas a apoptose, survivina ¢ SMAC/Diablo foi realizada por Western

blotting antes e apo6s os tratamentos com os quimioterapicos ou radiagdo gama. A linhagem
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celular A549 derivada de carcinoma de pulmio tratada com cisplatina foi utilizada como

controle positivo para expressdo de p21 e p53, por apresentar a proteina p53 selvagem.

3.6.1. Lise celular

As células, ap6s tratamento como descrito anteriormente pelos tempos de 3, 8, 24 ¢ 48
horas ou controles sem tratamento (tempo Oh) foram submetidas a centrifugagdo a 2000 rpm
por 5 minutos. Apds o descarte do sobrenadante as células foram lavadas trés vezes com NaCl
0,9% e contadas. Aliquotas contendo 10° células foram entdo colocadas em tubos e
centrifugadas novamente e o sobrenadante descartado. A esse precipitado celular, foram
adicionados 20 pL de tampao de ressuspensdo (Tampao RB; EDTA 10mM pH 8.0, Tris-HCl
40mM pH 7.5) e 20 uL de SDS (Dodecil Sulfato de Sédio) 10%. Apds homogeneizagdo, as
amostras foram incubadas em banho-maria a 100°C por 15 minutos e imediatamente

congeladas.

3.6.2. Dosagem de proteina total dos lisados

A quantidade de proteina presente nos lisados celulares foi quantificada por ensaio
colorimétrico compativel com adig¢ao de detergente (DC Protein Assay / Bio-Rad).

As amostras e um controle negativo sem proteina foram submetidos ao ensaio de
acordo com as recomendagdes do fabricante em uma placa de 96 pogos e as densidades
opticas (D.Os) foram medidas em um comprimento de onda de 690 nm. Os valores das D.Os
das amostras teve o valor da D.O. do controle descontado e a D.O. resultante foi utilizada para
a quantificagdo de proteina (Miniswift / Tecan).

Para o célculo da quantidade de proteina total presente nas amostras do estudo, foi
realizada uma curva padrao com albumina sérica bovina (BSA) diluida nos mesmos tampoes

utilizados para a lise das células (SDS 10% e tampao RB 1:1) para padronizagao da técnica.
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3.6.2.1. Curva padrao de albumina sérica bovina (BSA)

Solugdes com concentracdes de 0,2 mg/mL; 0,4 mg/mL; 0,6 mg/mL; 0,8 mg/mL; 1,0
mg/mL; 1,2 mg/mL e 1,4 mg/mL de BSA diluido em SDS 10% e tampao RB 1:1 foram
utilizadas para a realizacdo da curva padrdo. Essas solugdes € um controle negativo sem
proteina foram submetidos ao ensaio como descrito anteriormente. O ensaio foi realizado em
triplicata. Das D.Os correspondentes a cada solugdo foi descontada a D.O. correspondente ao
controle negativo e esses valores foram plotados em um grafico (D.O. vs. mg de proteina)
(Fig.8). A partir desse grafico, foi calculado o fator que relaciona a densidade Optica a

quantidade de proteina para realiza¢do da quantifica¢do de proteina das amostras do estudo.
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Figura 8- Curva padrdo de BSA construida para quantificacdo da proteina total dos lisados das

amostras utilizadas no estudo.
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3.6.3. Corrida eletroforética das proteinas

Uma massa de 50 pg de proteina de cada amostra foi utilizada para corrida em gel de
SDS-PAGE. O volume correspondente a essa quantidade de proteina com a adi¢ao de tampao
de corrida redutor (Tris-HCI1 pH 6.8, SDS 2%, Glicerol 10%, azul de bromofenol 0,05%) com
B-mercaptoetanol foi aplicado em gel de acrilamida 12%-SDS e submetido a uma corrida
eletroforética a 70 volts por 18 horas em 18°C em tampao de corrida (Tris 0,025M; Glicina
0,192M; SDS 0,1%; pH 8.3) com a utilizagdo de um marcador de peso molecular (Full Range
Rainbow™ Molecular Weight Markers / GE Healthcare). Apos a corrida, as proteinas foram
eletrotransferidas a 100V por 1,5 hora a 4-8°C para uma membrana de nitrocelulose (Hybond
ECL Nitrocellulose Membrane / GE Healthcare) em tampao de transferéncia 1X (Tris 25mM,;
Glicina 192mM, Metanol 20%).

3.6.4. Marcacao com os anticorpos especificos

Inicialmente foi realizada uma etapa de bloqueio de ligagdes inespecificas do
anticorpo @ membrana de nitrocelulose pela incubagdo das membranas em leite em po
desnatado diluido a 0,5% em solugdo salina tamponada com Tris (TBS) / Tween-20 0,2%
(TBS/Tween 0,02%) por 2 horas. Apds esse tempo, foram realizadas trés lavagens de 5
minutos com TBS/Tween 0,02% e incubagdo das membranas com um dos anticorpos (Ac)
primarios listados na tabela 4, diluidos em leite em p6 desnatado 0,5% em TBS/Tween 0,02%
para as dilui¢des também indicadas na tabela 4, overnight em 4-8°C. Apos essa incubagao,
foram realizadas trés lavagens de 15 minutos com TBS/Tween 0,02% e incubacdo com os
anticorpos secundarios especificos, listados na tabela 4, por 1 hora. O anticorpo anti-
camundongo utilizado foi HRP-Rat Anti-Mouse IgG e o anticorpo anti-coelho foi HRP-Goat
Anti-Rabbit 1gG (H+L), ambos fabricados por Zymed Laboratories, Inc. e diluidos a 1:2000
em leite em p6 desnatado 0,5% em TBS/Tween 0,02%. Apods esta ultima incubagdo, foram
realizadas mais quatro lavagens de 15 minutos com TBS/Tween 0,02% e as bandas foram
detectadas por quimioluminescéncia com o uso do reagente ECL (Amersham ECL™ Western
blotting System, GE Healthcare).
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Todo o procedimento de bloqueio, lavagens e revelagdo foi realizado novamente na
mesma membrana para detec¢do da proteina constitutiva B-actina que serve como padrao da
rea¢ao de Western blotting, com o uso do anticorpo primario de camundongo anti-B-actina
humana (AC15, Sigma-Aldrich) diluido 1:2000 em leite em po6 desnatado 0,5% em
TBS/Tween 0,02%.

Apods revelagdo as bandas foram quantificadas por densitometria (densidade oOtica,
D.O.) no programa Labworks 4.0. A expressao das proteinas de interesse (p53, p21, survivina
e Smac/DIABLO) foi normalizada pela expressdo da proteina B-actina (D.O. resultante =
D.O. proteina de interesse / D.O. B-actina). As densitometrias (D.O. resultante) para a
expressdo da proteina de interesse nos diferentes tempos de tratamento foram comparadas

sempre com as D.Os resultantes dos controles na mesma membrana.

Tabela 4- Listagem dos anticorpos primarios, dilui¢des e anticorpos secundarios
correspondentes usados para realizagao do Western blotting.

Anticorpos primarios Diluicio Anticorpo secundario
Monoclonal anti-p53 (DO-7, Dako Cytomation) 1:1000  anti-camundongo
Policlonal anti-p21 (C-19, Santa Cruz Biotechnology  1:500 anti-coelho

Policlonal anti-survivina (R&D Systems) 1:2000  anti-coelho

Policlonal anti-Smac/DIABLO (Sigma-Aldrich) 1:3000  anti-coelho

Ac(s): Anticorpo(s)
Nota': todos os anticorpos listados acima sdo anti-proteina humana.

Nota?: todos os anticorpos secundérios foram diluidos a 1:2000 em TBS/Tween 20 0,02% / leite em p6
desnatado 0,5%

3.7. Ensaio de modulacio de bombas de efluxo das proteinas PgP e MRP1

A atividade das bombas de efluxo das proteinas Pgp ¢ MRP1 foi analisada usando o
ensaio de efluxo de Rodamina-123 (Rho-123; Sigma, St. Louis) como descrito amplamente
por nosso grupo (CAVALCANTI et al, 2004; SILVA et al, 2003, VASCONCELOS et al,
2007). Resumidamente, 5 x 10° células foram ressuspensas em RPMI 1640 ou 200 ng/mL de
ciclosporina A (CSA; Novartis) e incubadas com 200 ng/mL de Rho-123 por 45 minutos a
37°C. As células foram lavadas em PBS gelado apo6s a incubagdao. RPMI ou RPMI com

adicao de CSA foram adicionados, € uma nova incubagdo de 45 minutos a 37°C foi realizada
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sem a presenca de Rho-123. Apds essa segunda incubacdo as células foram analisadas por
citometria de fluxo. Células sem Rho-123 ou CSA foram usadas como controles para definir
os limites de fluorescéncia. Um deslocamento da curva de fluorescéncia referente ao tubo

com a presenga de Rho-123 e CSA ¢ indicativo de positividade para atividade de bombas.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacio das linhagens celulares

4.1.1. Caracterizacao citogenética das linhagens derivadas de Linfoma de Burkitt

A andlise citogenética feita por bandeamento G mostrou a presenca da translocagdo
t(8;14) caracteristica do LB em ambas as linhagens.

Para a linhagem Daudi o niimero de metafases analisadas variou de 62 a 68. Nesta
linhagem foi evidenciado um certo grau de poliploidia e foram ainda observadas delegdes,
trissomias, ¢ dois marcadores em adicao a translocacdo t(8;14). Ja na Raji foram observadas
células hipotetraploides, sendo a linhagem caracterizada principalmente pela presenca
adicional do cromossomo 4 e pela translocagdo t(8:14).

Nas figuras 9 e 10 podem ser observados os cariotipos das duas linhagens celulares
que esta de acordo com dados publicados em bancos de dados internacionais, como o0 DSMZ

(German Collection of Microorganisms and Cell Cultures).
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Figura 9- Caridtipo caracteristico da linhagem celular Daudi. 62-68, XY, +1, +der(2),
del(2)(p24), +4, +5, +6, +7, +8 ,1(8;14)(q24;q32), +der(11), add(11)(p15), add(13)(p13), +15,
+16, +17, +18, +19, +20, +2 mar[20]. As setas indicam a translocacdo t(8;14) caracteristica do

Linfoma de Burkitt.

-70 -



Analise da resisténcia ao tratamento em linhagens do LB

Roan AN AR AK BB maRE SXIX nses
6 7 8 9 10 11 12
BA&BH Hana AAN o . _ aM
13 14 \\ 15 16 17 11
o — ' 1
i 0 1 X v

"3

mai gl mai

Figura 10- Cariotipo da linhagem celular Raji. 86(84-92) <4n> XXY'Y, +3 mar, add(4)(q35),
+der(4)add(4)(q35), -der(8) t(8;14)(q24;q32), +der(14)t(8;14)(q24;32)[20]. As setas indicam a

translocagao t(8;14) caracteristica dessa linhagem.
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4.1.2. Status do virus Epstein-Barr (EBV) nas linhagens

A presenca de EBV foi detectada nas duas linhagens pela técnica de PCR em tempo

real (figura 11).
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Figura 11- Curvas de amplificagdo génica do EBV (EBNAT1) por PCR em tempo real nas

linhagens Daudi (A) e Raji (B). Experimentos realizados em duplicata.
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4.1.3. Analise das mutacdes do gene TP53 nas linhagens celulares do estudo

Na linhagem Raji foi detectada a mutacdo no exon 6, no codon 213 (Fig. 12 AeB)ea
mutagdo no cddon 234, no exon 7 (Fig. 12 C). Entretanto, o sequenciamento da seqiiéncia de
nucleotideos da fita senso do éxon 7 ndo permitiu uma andlise precisa dos dados. Dessa
forma, apenas a fita anti-senso pdde ser analisada, onde a muta¢do foi detectada.

Na linhagem Daudi, por sua vez, nenhuma mutacao foi detectada (Fig. 13).

Novos experimentos com a utilizagdo de outras técnicas para seqiienciamento serdo

realizados para confirmar os resultados encontrados.
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A.
213

ACTTTTCATAGTG

Figura 12- Eletroferograma representativos das seqiiéncias de DNA correspondentes ao éxon 6
(A, fita senso e B, fita anti-senso) e ao ¢xon 7 (C, fita anti-senso) do gene TP53 na linhagem
Raji. As setas indicam a mutagdo encontrada no cédon 213 do éxon 6 (CGA —CAA na fita
senso ¢ TCG—TTG na fita anti-senso) e na fita anti-senso do éxon 7 no cédon 234

(GTA—GTG). Os retangulos indicam os codons onde as respectivas mutagdes foram descritas.

-74 -



Analise da resisténcia ao tratamento em linhagens do LB

TTCCGCAGTAG

Figura 13- Eletroferogramas representativos das seqiiéncias de DNA do éxon 6 (A, fita senso e

B, fita anti-senso) ¢ do éxon 8 (C, fita anti senso) do gene TP53 na linhagem Daudi. Os

retangulos indicam os cddons onde as respectivas mutagdes foram descritas na literatura.
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4.1.4. Expressao das proteinas p53 e p21

A andlise da expressao das proteinas p53 e p21, realizada por citometria de fluxo e por
Western blotting mostrou que a linhagem Daudi ndo expressava nenhuma das duas proteinas,
enquanto a Raji tinha niveis elevados de expressdo de p53, e ndo apresentava expressao de
p21.

Para a linhagem Daudi, os valores das médias de intensidade de fluorescéncia (MIF)
para a proteina p53 variaram de 1,42 a 1,97 (média: 1,68; mediana: 1,68) ¢ de 1,05 a 1,83
(média:1,38; mediana: 1,36) para a proteina p2l. Foram realizados 15 experimentos
independentes utilizando essa linhagem para cada proteina.

A linhagem Raji, por sua vez, apresentou valores de MIF que variaram de 3,68 a 7,8
(média: 5,62; mediana: 5,76) para a proteina p53, e de 1,03 a 2,00 (média: 1,48; mediana:
1,42) para a proteina p2l. Para essa linhagem foram realizados 10 experimentos
independentes para cada proteina.

Os valores de MIF obtidos para cada experimento independente, nas duas linhagens
celulares, para a proteina p53 estdo mostrados na figura 14 e para a proteina p21 na figura 15.

Observou-se que os valores de MIF para p53 foram consideravelmente maiores na
linhagem Raji em comparacdo a Daudi, o que indicou uma maior expressao da proteina nessa
linhagem. Entretanto, o nivel de expressdo da proteina p21 foi muito préximo em ambas as

linhagens.
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Expressao de p53

MIF
wv

0 T T T T 1
Raji Daudi
Figura 14- Valores das médias de intensidade de fluorescéncia (MIF) obtidos para a proteina
p53 nas linhagens Raji e Daudi em 10 e 15 experimentos independentes, respectivamente. A

linha pontilhada representa a mediana obtida.

10 7 Expressio de p21

MIF

Figura 15- Valores das médias de intensidade de fluorescéncia (MIF) obtidos para a proteina
p21 nas linhagens Raji e Daudi em 10 e 15 experimentos independentes, respectivamente. A

linha pontilhada representa a mediana obtida.
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Através da técnica de Western blotting, foi observada a auséncia de expressao da proteina p53
na linhagem Daudi e elevada expressao de p53 em Raji, no nivel basal, ja a expressdo da

proteina p21 nao foi observada em ambas as linhagens (Fig. 16).

Rl
21
d ‘ “ B-actina

Daudi Raji AS549

Figura 16- Expressao de p53 ¢ p21 por Western blotting em Daudi, Raji e
A549 (controle positivo). A proteina -actina foi usada como padrio da

reagdo de Western blotting.

Como podemos observar a partir dos dados de citometria de fluxo e de Western
blotting, os valores de MIF encontrados na Daudi para as duas proteinas estudadas, e na Raji,
para a proteina p21, representam valores que indicam a auséncia de expressdo dessas
proteinas. Entretanto, os valores de MIF da proteina p53 observados na linhagem Raji, foram

considerados como representando expressao positiva da proteina.
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4.2. Caracterizac¢ao funcional da proteina p53

4.2.1. Perfil de resisténcia a agentes citotoxicos

Os resultados do ensaio de MTT realizado com o tratamento das linhagens celulares
com diferentes agentes citotoxicos durante 24, 48 e 72 horas sdo mostrados a seguir nas

figuras 17 e 18.
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Figura 17- Perfis de sensibilidade, analisados pelo método de MTT, da linhagem Daudi tratada
com diferentes concentracdes de doxorrubicina, etoposideo e cisplatina, respectivamente, por
24 horas (azul escuro), 48 horas (azul claro) e 72 horas (verde). Os resultados sdo a média de
trés experimentos independentes. As linhas acima das barras representam o desvio padrao

obtido.
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Figura 18- Perfis de sensibilidade, analisados pelo método de MTT, da linhagem Raji tratada
com diferentes concentracdes de doxorrubicina, etoposideo e cisplatina, respectivamente, por
24 horas (azul escuro), 48 horas (azul claro) e 72 horas (verde). Os resultados sdo a média de
trés experimentos independentes. As linhas acima das barras representam o desvio padrdao

obtido.

-81 -



Analise da resisténcia ao tratamento em linhagens do LB

As concentragdes capazes de reduzir a viabilidade de aproximadamente 50% (DLsy) das

células em 48 horas de incubagdo com os diferentes quimioterapicos sdao apresentadas na

tabela 5.

Tabela 5- Concentragdes dos quimioterapicos correspondentes as DLsg
aproximadas, em 48 horas para as linhagens Daudi e Raji.

Quimioterapico Daudi Raji
DOX 2,5uM 0,2 uM
VP-16 25 uM 0,625 uM
CDDP 20 uM 15 uM

DL, dose letal.

Pode ser observado a partir das figuras 17 e 18 e da tabela 5, que a linhagem celular
Daudi foi mais resistente do que a linhagem celular Raji a todos os quimioterapicos testados,

e que a viabilidade celular foi dose-dependente.

4.2.2. Inducio de apoptose e parada do ciclo celular por agentes citotoxicos

A Daudi, ao ser irradiada com 5 Gy de raios gama, apresentou baixo percentual de
células em apoptose (apoptose inicial + apoptose tardia) como observado nos resultados do
ensaio de Anexina V e pela quantidade de células em sub-G0/G1 nos histogramas de ciclo
celular (Tabela 6 e Fig. 19). Esse percentual aumentou gradativamente com o tempo apos
exposicao a radiacdo, atingindo os niveis mais elevados de apoptose em 48 horas. O

tratamento dessa linhagem com VP-16 e CDDP teve efeito semelhante (Tabela 6 e Figs. 20 e
21).
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Tabela 6- Percentual (%) de apoptose (apoptose inicial + apoptose tardia) avaliado por
Anexina V para a linhagem Daudi apos 3, 8, 24 e 48 horas da exposi¢cdo aos

diferentes agentes.

Agente citotoxico

Tempo apoés exposicio

3 horas 8 horas 24 horas 48 horas
Radiac¢ao Ionizante (5Gy) 1,38 + 0,25 271+14 5,47 + 0,58 25,26 + 1,55
VP-16 (25 pM) 2,87 +0,90 4,71 + 0,88 6,7+2,73 26,29 + 0,77
CDDP (20 uM) 0,34 + 0,23 0,46 + 0,35 5,53 +1,65 28,43 +2,70

VP-16, etoposideo; CDDP, cisplatina

Os resultados sdo médias de trés experimentos independentes + desvio padréo.

Em relagdo ao ciclo celular, o tratamento com radiagdo gama nao causou parada do

ciclo em G1/S (Figs. 19 e 25), mas causou parada do ciclo celular em G2/M (figura 19).

J& os tratamentos com VP-16 e CDDP ndo foram capazes de induzir parada do ciclo

celular nessa linhagem (Figs. 20, 21, 26 e 27).
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Figura 19- Analises do ciclo celular e apoptose em células da linhagem Daudi 3, 8, 24 ¢ 48

horas ap0s irradiagdo com 5 Gy de raios gama, onde observamos parada na fase G2/M do ciclo

celular. Os resultados sdo ilustrativos e os valores de apoptose mostrados representam uma

média de trés experimentos independentes. O quadrante inferior a direita de cada plot

representa a apoptose inicial, e o quadrante superior a direita a apoptose tardia. T, tempo.
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Figura 20- Analises do ciclo celular e apoptose em células da linhagem Daudi 3, 8, 24 ¢ 48
horas apds a incubagao com 25uM de VP-16. Os resultados sdo ilustrativos e os valores de
apoptose mostrados representam uma média de trés experimentos independentes. O
quadrante inferior a direita de cada plot representa a apoptose inicial, ¢ o quadrante

superior a direita a apoptose tardia. T, tempo.
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Figura 21- Analises do ciclo celular e apoptose em células da linhagem Daudi 3, 8, 24 e 48 horas
ap6s a incubagdo com 20 uM de CDDP. Os resultados sdo ilustrativos e os valores de apoptose
mostrados representam uma média de trés experimentos independentes. O quadrante inferior a
direita de cada plot representa a apoptose inicial, e o quadrante superior a direita a apoptose tardia.

T, tempo.
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A Raji, por sua vez, quando submetida a exposicdo com 5 Gy de radiacdo gama,
também nao apresentou parada do ciclo celular em G1/S (Figs. 22 e 25). A parada do ciclo na
fase G2/M ocorrida na linhagem Daudi ao ser induzida com 5Gy de raios gama, ndo foi
observada em Raji ao ser submetida ao mesmo tratamento como pode ser observado na figura
22. Entretanto, uma quantidade expressiva de células da Raji entrou em apoptose em resposta
a radiagdo, como visto pelo ensaio de anexina V e pelo percentual de células em sub-G0/G1
(Tabela 7 e Fig. 22). O tratamento com VP-16 e CDDP gerou efeito semelhante, onde nao
houve indu¢do de parada do ciclo celular em GO/G1 (Figs. 23, 24, 26 e 27) e o tratamento
com essas drogas gerou inducao de apoptose, que aumentou conforme o aumento do tempo de

incubagdo com as drogas (Tabela 7 e Figs. 23 e 24).

Tabela 7- Percentual (%) de apoptose (apoptose inicial + apoptose tardia) avaliado por
Anexina V para a linhagem Raji apoés 3, 8, 24 e 48 horas da exposi¢do aos
diferentes agentes.

Tempo apos exposicao
Agente citotoxico po ap posi¢

3 horas 8 horas 24 horas 48 horas
Radiagdo Ionizante (5Gy) 2,29+0,92 15,28 +2,82 48,22+424 74,16+ 0,29
VP-16 (0,625 uM) 1,63 + 0,49 12+ 1,76 16,49 +2,07 56,04 + 10,6
CDDP (15 uM) 1,08 + 0,69 0,5+1,3 9,88 +4,3 63,92 + 3,01

VP-16, etoposideo; CDDP, cisplatina

Os resultados sdo médias de trés experimentos independentes + desvio padréo.
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Figura 22- Anélises do ciclo celular e apoptose em células da linhagem Raji 3, 8, 24 e 48
horas apos irradiacdo com 5Gy de raios gama. Os resultados sdo ilustrativos e os valores
representam uma média de trés experimentos independentes. O quadrante inferior a direita de
cada plot representa a apoptose inicial, e o quadrante superior a direita a apoptose tardia. T,

tempo.
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Figura 23- Analises ilustrativas do ciclo celular e apoptose em células da linhagem Raji 3, 8,
24 e 48 horas apo6s a incubacdo com 0,625 uM de VP16. Os resultados sao ilustrativos e os
valores representam uma média de trés experimentos independentes. O quadrante inferior a
direita de cada plot representa a apoptose inicial, e 0 quadrante superior a direita a apoptose

tardia. T, tempo.
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Figura 24- Anélises ilustrativas do ciclo celular e apoptose em células da linhagem Raji 3, 8, 24 e
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representam uma média de trés experimentos independentes. O quadrante inferior a direita de cada

plot representa a apoptose inicial, € o quadrante superior a direita a apoptose tardia. T, tempo.

-90 -



Analise da resisténcia ao tratamento em linhagens do LB

100 -

90 -

80 -

70

60 -

30 A

40 A

células em GOSGL (%)

30 A

controle

@ Daudi

- » Raiji

I I il I I

24 horas 48 horas

3 horas 8 horas

Figura 25- Percentual de células das linhagens Daudi (em azul) e Raji (em verde) na fase

GO0/G1 do ciclo celular apos 3, 8, 24 e 48 horas da exposi¢do a 5 Gy de raios gama. Células das

linhagens sem nenhum tipo de tratamento foram usadas como controle. Os resultados sdo a

média de trés experimentos independentes + desvio padrao.
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Figura 26- Percentual de células das linhagens Daudi (em azul) e Raji (em verde) na fase

GO0/G1 do ciclo celular apés incubagdo com 25 uM e 0,625 uM de VP-16, respectivamente

pelos tempos de 3, 8, 24 e 48 horas. Células das linhagens sem nenhum tipo de tratamento

foram usadas como controle. Os resultados sdo a média de trés experimentos independentes +

desvio padrao.
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Figura 27- Percentual de células das linhagens Daudi (em azul) e Raji (em verde) na fase
GO0/G1 do ciclo celular apds incubagdo com 20 uM e 15 uM de CDDP, respectivamente pelos
tempos de 3, 8, 24 e 48 horas. Células das linhagens sem nenhum tipo de tratamento foram
usadas como controle. Os resultados sao a média de trés experimentos independentes + desvio

padrio.
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4.3. Analise da expressdo de p53, p21, survivina e SMAC/Diablo nas linhagens Daudi e

Raji por Western blotting apés exposicao a agentes genotoxicos

A expressao de p53, p21, survivina e SMAC/Diablo nas linhagens Daudi e Raji foi
avaliada por Western blotting 3, 8, 24 e 48 horas apos a exposicdo das células as
concentragdes equivalentes a DLsy dos quimioterapicos DOX, CDDP, VP-16, ou a 5 Gy de
radiagdo gama.

A Daudi ndo alterou seu perfil de expressao das proteinas p53 e p21 apds a exposi¢ao
aos agentes genotoxicos utilizados. Esta linhagem permaneceu com Status negativo para
expressdo de ambas as proteinas apOs o tratamento. Entretanto, os indices de survivina
aumentaram de forma significativa ap6s o tratamento de Daudi com os quimioterapicos e com
radiacdo gama. Ja a expressao de SMAC/Diablo nado se alterou de forma importante apds os
tratamentos realizados.

A linhagem Raji por sua vez, apresentou niveis altos de expressao de p53, porém esses
ndo diferiram de forma importante dos niveis de expressdo basais (sem tratamento). Um
discreto aumento dos indices de expressdao de p21 foi observado apods os tratamentos com os
quimioterdpicos, entretanto, esse aumento ndo foi observado a ap6s tratamento das linhagens
com radiagdo ionizante. A expressdo de survivina aumentou apoOs tratamento com o0s
quimioterapicos, mas ndo com radia¢do ionizante e a expressdo de SMAC/Diablo permaneceu
praticamente inalterada apds tratamento com os quimioterapicos, € niveis reduzidos foram
observados apds tratamento com radiacao ionizante.

Os dados referentes a densitometria e as bandas ilustrativas dos resultados do Western

blotting para ambas as linhagens sdo mostrados nas figuras 28 a 35.
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4.4. Analise da funcionalidade das proteinas transportadoras Pgp e MRP1

O ensaio de efluxo de rodamina-123, ndo caracterizou a presen¢a da atividade das
proteinas PgP ¢ MRP em nenhuma das duas linhagens, como observado na figura 36 A-B.

Observa-se que ndo houve deslocamento da curva de fluorescéncia referente ao tubo
com rodamina-123 + ciclosporina, indicando que ndo hé presenga dessas bombas de efluxo

que transportam ativamente a rodamina-123 para o exterior das células.
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Figura 36- Ensaio de extrusdo de rodamina-123 e modulagdo pela ciclosporina nas linhagens

Daudi (A) e Raji (B).
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A tabela 8 resume os resultados encontrados nas duas linhagens celulares.

Tabela 8- Sintese dos resultados observados no estudo.

Linhagem Celular

Daudi Raji
Agente citotoxico VP-16 DOX CDDP IR VP-16 DOX CDDP IR
Expressao de proteina
p53 - - - - n.a n.a. n.a. n.a.
p21 - - - - > > > -
Survivina > > > > > > > >
SMAC/Diablo n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a <
DLso (M) 25 2,5 20 o 0,625 0,2 15 .
% apoptose (com DLs,)
3 horas 2,87 n.r. 0,34 1,38 1,63 n.r. 1,08 2,29
8 horas 4,71 n.r 0,46 2,71 12 n.r. 0,5 15,28
24 horas 6,7 n.r 5,53 5,47 16,49 nr. 9,88 48,22
48 horas 26,29 nr. 28,43 25226 56,04 nur. 63,92 74,16
Parada do ciclo celular
Parada em G1/S nao n.r. nao nado nado n.r. nao nao
Parada em G2/M nao n.r. nao sim nao n.r. nao nao

-: negativo; n.a.: ndo alterada; n.r: ndo realizada; >: aumento da expressdo; < diminuigdo da expressao;

IR: radiagdo gama

Nota': n.a. indica que ha positividade para expressdo da proteina, embora ela no tenha se alterado de
forma importante apds a exposicao aos agentes.
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5. DISCUSSAO

Na literatura cientifica um namero incalculavel de estudos t€ém sido publicados
visando o entendimento da patogénese e resposta ao tratamento do cancer. Em geral esses
estudos tém perguntas especificas que se relacionam a mecanismos ainda ndo completamente
elucidados e utilizam modelos experimentais que exploram transfeccdo de mutantes em
linhagens celulares com fendtipo null, ensaios de transfecgdo com vetores, camundongos
knockout para um ou mais genes e, mais recentemente, ensaios utilizando RNA de
interferéncia (LANG et al, 2004; WEISZ et al, 2004; BLANDINO et al, 1999; LANG et al,
2004; BOSSI et al, 2006).

A capacidade de uma célula ser imortalizada in vivo ¢ multifatorial, embora um evento
genético inicial afetando um gene supressor de tumor ou um gene que regula a proliferagao
celular possa ocorrer. Durante o processo de transformacdo maligna de uma célula, outros
eventos ocorrem e adicionam vantagem a sua sobrevida, através da subversdo de mecanismos
que controlam a morte celular e/ou regulam a estabilidade genomica (KOPNIN, 2000).

Como paradigma o LB ¢ um exemplo de tumor em que apds um evento inicial — a
translocagdo 8;14 ou suas variantes que levam a expressao constitutiva da proteina c-Myc —
ocorrem outros eventos com freqiiéncia variavel (HECHT & ASTER, 2000; LINDSTROM &
WIMAN, 2002). Estes eventos podem ser diferentes e determinar variados comportamentos
das células com relacdo a agressividade do tumor e resposta ao tratamento. A escolha das
linhagens Raji e Daudi no presente estudo foi determinada pelos fendtipos distintos tanto em
relacdo ao tipo de mutagdo da proteina p53 (FARRELL, 1991; GAIDANO, 1991), quanto ao
status da proteina pro-apoptotica Bax, também diferente nas duas linhagens. Enquanto a
linhagem Raji ndo apresenta muta¢do no gene bax, a linhagem Daudi tem uma mutagdo
localizada em um residuo conservado do dominio funcional BH1 (G— T, nucleotideo 323)
(GUTIERREZ, 1999). Como contraponto essas linhagens expressam a proteina survivina, um
achado ja descrito em linfomas de alto grau e em diversos tipos de cancer (AMBROSINI et al,
1997).

E conhecido que mutagdes no gene TP53 estdo associadas com a génese de tumores, ja
que esse gene encontra-se mutado na maioria dos canceres humanos. As mutagdes da p53
mais freqiientemente associadas com tumores sdo mutacdes missense localizadas no sitio de

ligacdo ao DNA da proteina. Essas mutagdes podem levar a um acumulo da proteina mutante
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com a perda das fungdes supressoras de tumor da proteina p53 selvagem (MENENDEZ et al,
2006). Entretanto, a alta freqiiéncia de mutagdes missense e os altos niveis de expressdo da
proteina p53 mutante no cancer levaram a suposicdo de que algumas mutantes da p53
adquiriam novas fungdes (“ganho de fun¢@o”) que contribuiam para o desenvolvimento e
progressdo do céancer. Esse “ganho de fungdo” poderia ocorrer devido a alteracdo de
interagdes da p53 mutada com proteinas que se associam a pS3 levando a transativacido de
genes que geralmente ndo sao regulados pela p53 (MENENDEZ et al, 2006; BOSSI et al,
2006).

A maioria dos estudos que analisaram “ganho de fun¢do” da p53 empregaram sistemas
artificiais em que mutantes da p53 sdo introduzidas em linhagens celulares null. Em virtude
da utilizagdao destes sistemas, o conceito de que mutantes da p53 sdo pro-oncogénicas tem
sido questionado (VOUSDEN & PRIVES, 2005). Sdo escassos na literatura estudos que
exploram um contexto mais fisiolégico, como linhagens celulares que expressam
endogenamente a forma mutada da proteina p53. Portanto, o presente estudo visou explorar o
entendimento da resposta ao tratamento no LB através da utiliza¢ao de linhagens tipo celular-
especifico, ou seja, que possuem um evento inicial em comum, mas que apresentam diferentes
mutagdes do gene TP53, e também correlacionar essas mutagdes com a resposta a diferentes
tipos de agentes empregados no tratamento do LB visto a diferenca descrita quanto ao status
do gene Bax (GUTIERREZ, 1999).

As linhagens celulares utilizadas no nosso estudo, Raji e Daudi tém 2 mutacdes
distintas descritas no gene TP53 que sdo discordantes como referido na se¢ao “Metodologia”.
Este achado discordante nos direcionou a elucidar essa informacao através do seqiienciamento
dos éxons onde foram descritos as 2 mutagdes para cada linhagem (IARC). Nossos resultados
confirmaram a presen¢a da muta¢ao no cédon 213, éxon 6, na linhagem Raji como mostra o
seqiienciamento de ambas as fitas. Com relagdo a mutacdo descrita no codon 234, éxon 7, o
seqiienciamento foi inconclusivo. A mutacdo foi encontrada apenas na fita anti-senso, como
mostrado no eletroferograma na figura 12, na se¢do “Resultados”, dessa forma hé necessidade
de clonar o fragmento gerado na amplificagdo desta regido para obtengdo de um
eletroferograma sem artefatos e/ou perda de informagao.

De forma surpreendente, a mutagdo originalmente observada na linhagem Daudi no
codon 213, éxon 6, que ocasiona um coédon de parada, ndo foi encontrada no nosso

seqlienciamento, nas duas fitas, informagao que foi confirmada em uma segunda amplificacao
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e novo seqiienciamento. O mesmo foi observado para a mutagdo descrita no cédon 266 do
éxon 8 porém, neste caso, a mutacdo nao foi visualizada em uma das fitas, em 2
seqlienciamentos, havendo necessidade de clonar a regido para confirmar esta informagao.

Apesar de ndo ter sido possivel esclarecer o sitio exato da mutacdo da linhagem Daudi
que possivelmente esta localizado nas regides ainda ndo seqiienciadas, e investigar a segunda
muta¢do da linhagem Raji, a andlise do cariotipo das duas linhagens afasta a possibilidade de
identificacdo equivocada das mesmas. A observacdo mais simples do caridtipo das duas
linhagens mostra que sdo derivadas de pacientes do sexo masculino, como descrito
originalmente, e apresentam a translocagao t(8;14). Com relacdo as outras alteragdes descritas
recentemente na Raji por caridtipo espectral (KARPOVA et al, 2005), foi confirmado na
nossa analise por bandeamento G a presenca de hiperdiplodia (84-92 cromossomos) e
diversas alteracdes como add (4) (q35), der(14) e der (4), também relatadas por esses autores.

Um estudo recente onde foi realizado cariotipo espectral em 10 linhagens derivadas
do LB, inclusive da linhagem Daudi, mostrou alteracdes cariotipicas nesta linhagem que
foram observadas em nossa andlise por bandeamento G. Estas alteragdoes foram: der (2) e
ganho do cromossomo 7 (+7). Neste estudo, o ganho do cromossomo 7 também foi
observado na linhagem Ramos que ¢ derivada de um paciente com LB esporadico e ¢é negativa
para EBV (KARPOVA et. al, 2006), e nas linhagens Namalwa e Mutu III que apresentavam
outras alteracdes cariotipicas ndo observadas na Daudi. A delecdo 17p e ganho 1q estava
presente na linhagem Namalwa. A linhagem Mutu III apresentava ganho do cromossomo 20
(+ 20), e ¢ derivada de um paciente do sexo feminino. Desta forma a analise comparativa do
caridtipo das linhagens do nosso estudo permitiu a identificdo de sua origem. Ainda
reforcando a identidade da linhagem Daudi do nosso estudo, o mesmo estudo de Karpova e
cols (2006) analisou a inducao de apoptose com o quimioterapico VP16 sendo observado um
perfil de resisténcia idéntico ao perfil observado em nossas andlises.

Anteriormente foi relatado que diferentes mutacdes do gene TP53 podem mudar o
perfil dos genes ativados pela p53, assim como a intensidade de transativacdo e que, em
ultima analise, essas alteragcdes levariam a diferentes respostas biologicas (MENENDEZ et al,
2006). Além disso, as correlagcdes do status da p53 com prognodstico e resposta a terapia
mostraram que mutagdes da p53 estdo correlacionadas a um pior progndstico e resposta a
terapia em varios tumores (KLUMB et al, 2003; LOWE, 1995; HAMADA et al, 1996). Com

base nisso, avaliamos as diferencas de resposta das linhagens celulares Daudi e Raji, em
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relagdo a sensibilidade a alguns quimioterdpicos utilizados no tratamento do LB (PATTE et
al, 2007a; PATTE et al, 2001)

Nossos resultados mostraram maior resisténcia da linhagem Daudi, em relagao a Raji,
a todos os quimioterapicos testados (doxorrubicina, etoposideo e cisplatina). Além disso, ao
serem expostas a 5Gy de radiagdo gama, a linhagem Raji apresentou indices de células em
apoptose (inicial + tardia) consideravelmente maiores do que a Daudi. Ao observarmos as
concentragdes de cada droga que geraram um efeito semelhante (redu¢do de 50% de
viabilidade celular em 48 horas, DLs;) observamos diferengas acentuadas nas DLsy de DOX e
VP-16 entre as duas linhagens, como observado a partir da tabela 5 na se¢do “Resultados”.
Entretanto com o uso de CDDP esse efeito ndo foi observado (Tabela 5). Dessa forma
mostramos que a presenca de alguns tipos de mutantes da p53 pode aumentar a resisténcia a
agentes anti-tumorais, de uma forma dependente do tipo de mutacdo e do tipo do
quimioterdpico usado. Resultados semelhantes foram observados anteriormente por outros
pesquisadores onde células p53-null da linhagem celular H1299 derivada de carcinoma de
pulmao foram transfectadas com diferentes mutantes da p53 e apresentaram maior ou menor
refratariedade aos efeitos citotoxicos de VP-16 e CDDP dependendo do tipo de mutagdo e da
identidade de droga testada (BLANDINO et al, 1999).

A diferenga de resisténcia atribuida ao status da proteina p53 pode ser explicada pelo
fato de que nem todas as mutagdes da p53 geram efeitos semelhantes sobre a funcao da
proteina. Cada muta¢do danifica a estrutura da proteina de uma forma especifica, levando a
varias conseqiliéncias funcionais. Estudos iniciais mostravam que mutantes da p53 perdiam
sua funcdo de transativagdo dos genes alvo, mas posteriormente, foi mostrado que diferentes
mutantes da p53 ainda mantinham algumas de suas fungdes. A perda da fun¢do da proteina
p53 selvagem pode ocorrer, por exemplo, em alguns casos onde ha heterozigosidade da
proteina pela associa¢do da p53 mutada com a p53 selvagem formando um hetero-tetraimero
que faz com que a proteina selvagem assuma uma conformac¢ao mutada ou inativa. (DEARTH
et al, 2007; SIGAL & ROTTER, 2000).

Diversas classificagdes para mutantes da p53 foram propostas. Uma classificagao
simplificada divide as mutagdes da p53 em duas classes. Mutagdes de classe I ocorrem em
areas de contato do DNA no loop L3 ou proximo ao motivo loop-sheet-helix (p.ex. residuos
248R e 273R). Ja as mutagdes classe II, como 175R, por exemplo, ocorrem em dareas

importantes para a estabilidade conformacional da proteina p53, como o loop L2 e a regido de
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ligagdo de zinco e levam a alteragdes conformacionais na proteina. Entretanto, essa
categorizacao ndo leva em consideracao o fato de que pode haver alguma variagdo do grau de
dobramento entre as mutantes e que algumas mutantes de contato também podem sofrer
alteragdes estruturais (SIGAL & ROTTER, 2000). Foi relatado ainda que apenas a
caracterizagdo estrutural pode ndo ser suficiente para prever as conseqiiéncias biolodgicas da
uma mutacdo da p53 e algumas mutantes ainda tem capacidade de transativar promotores de

1WarLCie-l mas ndo tem capacidade de transativar

alta afinidade, como o promotor do gene p2
promotores de menor afinidade, como bax (MARTIN et al, 2002). Estudos in vivo sdo
portanto essenciais para esclarecer as conseqiiéncias das mutagcdes da p53 dentro de um
contexto fisiologico.

Para testar a hipotese de que as mutantes da p53 do nosso estudo possuem

, L. C ~ - Waf-
caracteristicas funcionais diferentes em relagdo a transativacdo de genes alvo, como p21™®

VCiple habilidade de induzir apoptose e bloqueio do ciclo celular, experimentos foram
realizados analisando a expressdo das proteinas p53 e p21, assim como indice de células em
apoptose e na fase G1/S do ciclo celular ap6s exposi¢do aos quimioterapicos ou radiagdo
gama. A radiacdo gama, embora ndo seja utilizada nos protocolos de tratamento do LB, foi
selecionada neste estudo por ser um agente cujo mecanismo de acdo ¢ mediado pela p53
(GIACCIA & KASTAN, 1998; VOGELSTEIN et al, 2000).

No nosso estudo, a expressdo basal da p53 difere entre as linhagens provavelmente
como uma conseqiiéncia do tipo de mutacdo observada, o que pode causar estabilizacdo da
proteina. A linhagem Raji possui alta expressao basal de p53, enquanto a Daudi ndo apresenta
expressdo. Entretanto, ao serem induzidas com agentes genotoxicos nenhuma das duas
linhagens alterou de forma importante o perfil de expressdo da proteina p53, como seria
esperado, por exemplo, no caso da proteina p53 selvagem funcional. Em contrapartida, na
linhagem Raji foi observado aumento da proteina p21, codificada por um gene downstream da
p53 que atua no controle da transicdo de G1/S do ciclo celular. Este aumento ocorreu com
quimioterapicos, principalmente até 8 horas ap6s inducdo, e apds esse tempo, os niveis da
proteina foram diminuindo.

Além disso, ambas as linhagens apresentaram capacidade de induzir apoptose tanto
pelos quimioterapicos quanto pela radiacdo gama, embora em intensidades diferentes, como
observado através de uma avaliacdo quantitativa na qual foi observado que na Daudi a

inducdo de apoptose ocorreu em escala muito inferior aquela ocorrida na Raji sob as mesmas
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condi¢des como, por exemplo, pela indugdo de apoptose com a utilizacdo de 5Gy de raios
gama. Apos 48 horas, aproximadamente 80% das células da Raji ja estavam comprometidas
no processo apoptotico induzido pela radiacdo, enquanto apenas 20% das células da Daudi
encontravam-se em apoptose no mesmo momento. Esses dados mostram uma resisténcia
consideravelmente maior da linhagem Daudi em relacdo a Raji, como ja mostrado pelos
ensaios de viabilidade celular, embora ambas as linhagens apresentem capacidade de indugao
de apoptose.

A cisplatina induziu apoptose nas duas linhagens de uma forma semelhante ja que a
concentracdo do fArmaco usada para os experimentos de indug¢do de apoptose ndo diferiram
muito entre as linhagens, ao contrario do que ocorreu com os outros quimioterapicos. Vale
ressaltar que a cisplatina pode induzir duas vias paralelas de resposta de morte, uma
dependente da p53 e uma dependente da p73, ambas envolvidas em respostas de dano ao
DNA (WADE & ALLDAY, 2000).

Os resultados obtidos na Raji, onde houve aumento da expressao da p21 e indugdo de
apoptose podem estar relacionados aos heterocomplexos de p53 enddgenos formados entre as
formas mutantes e selvagens da proteina (Raji é heterozigota para a mutagdo do éxon 213)
que podem ndo ter perdido a capacidade de se ligar ao DNA e, portanto, transativar genes
alvo. Por outro lado, ja foi mostrado que a apoptose dependente da p53 nem sempre ocorre
por mecanismos dependentes da transativacao de genes alvo, sugerindo uma importancia para
a apoptose dependente da p53, e independente de transativagdo (KAKUDO et al, 2005).
Kakudo e cols (2005) demonstraram recentemente que algumas mutantes da p53 sdo
“supertrans” na sua capacidade de induzir apoptose, enquanto outras mutantes sdo totalmente
ndo funcionais.

A modulagdo da localizagao dos receptores de morte para ativagao da caspase 8, assim
como, um efeito direto da p53 na mitocondria vém sendo propostos como mecanismos de
indugdo de apoptose independente da transativagdo (CHIPUK et al, 2003). O caminho pelo
qual a p53 promove a apoptose, além de envolver a regulacdo transcricional de genes alvo,
também envolve uma ativacdo independente de transativacdo e esta funcdo possivelmente
difere em diferentes tipos celulares (BENCHIMOL, 2001). A apoptose dependente da p53 ¢
mediada via Apaf-1/caspase-9 e envolve a liberacdo do citocromo ¢ da mitocondria. No
entanto, como a p53 promove a liberacdo do citocromo C para ativar a caspase permanece

ainda uma questdo controversa. Alguns genes relacionados a apoptose como Bax, Noxa,
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CD95 (Fas/APO-1), PUMA e outros, contém elementos responsivos a p53. Um fator
transcricional como a p53 tem muitos alvos, e muitos desses alvos podem ser co-dependentes
de outros fatores transcricionais, como € o caso da regulagdao do Bax pela p53 que requer a
cooperagao do cofator Spl (THORNBORROW & MANFREDI, 2001).

Além disso, a transativagio do gene p21"e P foi descrita como ocorrendo
independentemente da p53 como mostrado em um estudo onde ocorreu parada do ciclo
celular dependente de p21, mas independente de p53 (AGUERO et al, 2005). A mutacao da
p53 presente na Daudi, por sua vez, ndo apresenta capacidade de induzir transcri¢ao de p21,
mas preserva habilidade de induzir apoptose, ainda que em pequena escala. Esses dados
corroboram a hipdtese de ter ocorrido apoptose dependente de p53 e independente de
transativagao.

Uma observagao instigante foi o aumento da expressdo da proteina p21 na Raji ndo
acompanhada de parada do ciclo celular no checkpoint G1/S, como seria esperado ja que a
proteina p21 esta envolvida nesse contexto. Isso pode ser devido a inativagdo da p21, que
dessa forma nao seria capaz de realizar a parada do ciclo celular, como mostrado
anteriormente em células F9 de teratocarcinoma que possuem p53 selvagem e, portanto,
funcional. Apods indugdo com radiacdo gama dessas células, foi observado actimulo de
proteina p53 selvagem com conseqiiente acimulo de transcritos d¢ RNAm da p21. Entretanto
nao houve parada do ciclo celular em G1/S, pois a proteina p21 ndo estava ativa devido a sua
degradag¢dao proteossomica (MALASHICHEVA et al, 2000). Cenario semelhante foi
observado em células de fibroblasto embriondrio de rato transformadas pelos oncogenes E1A
+ cHa-ras que possuem p53 selvagem e capacidade de transativar p2q Wary/cip-L apos estimulo
com radiagdo ionizante. Entretanto, ndo foi observada parada em G1/S, provavelmente devido
a interacao da p21 com as proteinas E1A, o que levou a inativagdo dessa proteina (BULAVIN
et al, 1999).

A habilidade da p53 de induzir a parada em G1/S ¢é mediada por genes nao envolvidos
no controle da apoptose (p21"2CP1 gadd45 e 14-3-30). Até hoje ndo estd claro porque
algumas células com p53 selvagem sofrem apoptose em resposta a ativagao da p53 enquanto
outras, sofrem parada do ciclo celular. Por exemplo, fibroblastos normais sofrem parada em
G1 em resposta ao dano ao DNA enquanto fibroblastos em proliferagdo sofrem apoptose
dependente da p53 (HERMEKING & EICK , 1994). Um modelo proposto ¢ que o nivel de

p53 determina se a célula vai sofrer parada no ciclo (niveis baixos), ou apoptose (niveis altos)
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(BENCHIMOL, 2001). No entanto, este modelo simplificado ndo elucida a capacidade da p53
de ativar diretamente a mitocondria e determinar apoptose. Existe evidéncia do papel da p53
citoplasmatica na induc¢do da apoptose. Recentemente, foi demonstrado que a p53 pode ativar
a proteina Bax permitindo a permeabiliza¢do da mitocondria e apoptose. Em paralelo, a p53
pode liberar proteinas pro-apoptoticas seqiiestradas pela Bcel-xp (Bid), possibilitando a
ativacao indireta da proteina Bax. Estes dados sugerem fungdes citoplasmaticas da p53
analogas ao dominio BH3 de proteinas pro-apoptoéticas (CHIPUK & GREEN, 2004; CHIPUK
et al, 2004).

Podemos concluir a partir dos resultados de indugdo de apoptose e parada do ciclo
celular que as mutantes da p53 do estudo apresentam capacidade de inducao de apoptose,
embora sua atividade de parada do ciclo celular em G1/S apds agentes que causam dano ao
DNA esteja prejudicada. Esses resultados sdo consistentes com trabalhos anteriores que
mostram que as fungdes da p53 de induzir parada do ciclo celular e de induzir apoptose sdo
dissociadas (DELIA et al, 1997, ROWAN et al, 1996; RYAN & VOUSDEN, 1998).

Um mecanismo de resisténcia adicional como a presenca de bombas de efluxo
funcionais mediadas por proteinas da familia ABC também poderia explicar em parte a maior
resisténcia da linhagem Daudi aos quimioterapicos, embora ndo explicasse a maior resisténcia
a radiagdo ionizante. Entretanto, ao testarmos a funcionalidade de bombas de efluxo das
proteinas Pgp e MRP pelo teste de extrusdo de Rho-123 nao encontramos atividade de
bombas de efluxo, o que corrobora os indicios de que a divergéncia das respostas entre as
linhagens em relagdo a indug@o de apoptose e resisténcia aos agentes citotoxicos utilizados no
estudo sdo causadas na sua maior parte pelas diferentes mutacdes do gene TPS53, que
conferem funcionalidades variadas as proteinas codificadas.

Por outro lado, sabe-se que o mecanismo de resisténcia as drogas ¢ multifatorial e
pode também estar relacionado a defeitos nas vias da apoptose por mutagdes ou diferentes
formas de splicing de proteinas da cascata de apoptose, resultando em proteinas com
diferentes fun¢des. (GUTIERREZ et al, 1999; TROGER et al, 2007).

O gene que codifica a proteina anti-apoptoética survivina foi mostrado como sendo um
gene que ¢ reprimido pela p53 em linhagens celulares com p53 selvagem (HOFFMAN et al,
2002; NAKANO et al, 2005). Foi relatado ainda que o acimulo da p53 selvagem leva a
repressdo do promotor do gene da survivina, com conseqiiente reducdo da expressdo da

proteina em diversos tipos celulares de forma independente da progressao do ciclo celular, e
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também, que a super-expressao de survivina em células que estdo sofrendo apoptose mediada
pela p53 causa resisténcia a apoptose. Dessa forma, foi sugerido que a survivina tem um papel
relevante na via de indugdo de apoptose mediada pela p53 (MIRZA et al, 2002).

Para avaliar o papel da survivina no contexto da resisténcia a DOX, VP-16, CDDP e
radiagdo gama, em relagdo as mutagdes da p53 nas duas linhagens selecionadas em nosso
estudo, a expressao de survivina foi analisada por Western blotting antes e apds o tratamento
com esses agentes genotoxicos.

Foi observado que na linhagem Daudi a radiacdo gama causou parada do ciclo celular
no checkpoint G2/M, com baixos indices de apoptose e super-expressdo de survivina. Ja os
quimioterapicos, VP-16 e CDDP também causaram aumento dos niveis de survivina,
entretanto, nas concentragdes utilizadas, nao foi observada parada do ciclo celular em G2/M e
o percentual de células em apoptose observado também foi baixo, embora ocorresse apoptose
em algum grau, atingindo um maximo de aproximadamente 20% das células em apoptose em
48 horas.

J& na linhagem Raji apo6s tratamento com os quimioterdpicos VP-16 e CDDP, os
niveis aumentados de expressdo de survivina observados nao se correlacionaram com parada
do ciclo celular (ndo ocorreu parada em G2/M), mas se correlacionaram com indugdo de
apoptose em grande extensdo (aproximadamente 55-75% das células em apoptose apds 48
horas de tratamento). A radiacdo gama também teve efeito diverso daquele observado com os
quimioterapicos VP-16 e CDDP sobre essa linhagem. Os niveis de survivina apds o
tratamento oscilaram durante os tempos analisados apds a exposicdo a radiagdo, mas nao
sofreram aumento importante em relacdo ao controle sem tratamento, € da mesma maneira
que a ocorrida com as drogas ndo houve parada em G2/M e percentuais altos de células em
apoptose foram observados.

O tratamento com DOX também causou aumento dos niveis de survivina, em ambas
as linhagens, entretanto nosso estudo ndo testou os niveis de apoptose e parada do ciclo
celular em G2/M induzidos com essa droga. Essas analises ndo foram possiveis em virtude
desse quimioterapico emitir fluorescéncia que ¢ detectada pelo citometro de fluxo no mesmo
canal que ¢ utilizado pelo iodeto de propideo, reagente usado tanto para os experimentos de
detec¢do de apoptose e analise do ciclo celular. Dessa forma, nas concentragdes utilizadas no
nosso estudo, a fluorescéncia emitida interferiu com os resultados dificultando uma analise

precisa dos dados.
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Nossos resultados na linhagem Daudi vao de encontro a dados mostrando que a p53
mutada ndo causa 0 mesmo efeito repressor sobre a survivina que a p53 selvagem, ¢ sugerem
que a perda da funcdo normal de p53 em células tumorais pode contribuir para perda da
regulacdo da survivina e resisténcia a agentes que causam dano ao DNA. Em um estudo
realizado por Zhou e colaboradores (2002), células de leucemia linfobléastica aguda (LLA)
apresentando p53 selvagem, ao serem induzidas com DOX, apresentaram acumulo de p53
com conseqliente regulacdo negativa da survivina, e apoptose. Ja4 o tratamento de células
apresentando p53 mutada causou uma regulacdo positiva da survivina, com parada do ciclo
celular em G2/M, sem indugdo de apoptose. Por outro lado, em células null para a p53 houve
parada do ciclo celular em G2/M, mas a expressdo de survivina ndo se alterou e as células
sofreram apoptose limitada.

Outros trabalhos recentes reforgam a hipdtese de que a survivina é regulada
positivamente em células com p53 mutada e que sua expressdo confere um fendtipo de
resisténcia as drogas e a radiagdo, e que estratégias de inibi¢do de survivina (por exemplo
usando siRNA), torna essas células mais sensiveis a quimioterapia (YONESAKA et al, 2006;
SAH et al, 2006).

A correlagdo de aumento da expressdao de survivina com altos indices de apoptose na
linhagem Raji foi inesperada. Entretanto, a survivina possui diferentes variantes de splicing e
foi sugerido que a expressdao dessas variantes seria regulada de forma diferente. Zhu e
colaboradores (2004) mostraram que uma das formas da p53 induzir apoptose em células de
leucemia mieldide cronica ¢ através da regulacdo diferenciada da survivina e suas variantes e
que a variante survivina-2B ¢ uma isoforma pro-apoptdtica que tem sua expressdo regulada
pela p53. Dessa forma, na Raji poderia estar ocorrendo uma super-expressao de uma variante
da survivina com caracteristicas pro-apoptoticas, ao invés da forma selvagem anti-apoptotica,
explicando os altos indices de apoptose observados. Esse dado também sugere que a mutante
da p53 presente nessa linhagem, mantém algumas func¢des da proteina selvagem ja que a
regulacgdo positiva de formas pré-apoptdticas da survivina foi vista ocorrendo em células com
p53 selvagem. Esses dados, em conjunto com os resultados apresentados no presente estudo
sugerem que dentro do contexto da resisténcia as drogas, a p53 mutada age também através da
regulacdo da survivina.

Recentemente foi sugerido por Song e colaboradores (2003) que a interagdo entre

survivina e SMAC/Diablo ocorre in vitro e in vivo ¢ que o resultado dessa intera¢do contribui
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para a fun¢do inibitéria da survivina durante a apoptose induzida pelo Taxol em células HeLa
derivadas de cancer de colo uterino. O mecanismo proposto por esse grupo para o efeito de
inibicdo da apoptose realizado pela survivina seria que a interacdo entre a survivina e a
SMAC/Diablo liberada da mitocdndria, reduziria o antagonismo da SMAC/Diablo pela XIAP.
Dessa forma, a proteina XIAP livre poderia interagir diretamente com as caspases,
bloqueando a morte celular. Em outro estudo foi verificado que SMAC/Diablo atua na via
mitocondrial de indugdo de apoptose em células de carcinoma de ovario, entretanto, a
survivina ndo inibiu os efeitos pro-apoptdticos de SMAC/Diablo nessas células (MCNEISH et
al, 2005).

A analise da expressdo de SMAC/Diablo por Western blotting ap6s a utilizagdo dos
agentes citotoxicos nas linhagens do nosso estudo foi realizada para avaliar a expressao dessa
proteina e correlaciona-la com a expressdo de survivina. Nao foram observadas alteragdes
significativas na expressdo de SMAC/Diablo com nenhum dos tratamentos utilizados nas duas
linhagens do estudo, exceto Raji induzida com radia¢do ionizante, que teve os niveis de
SMAC/Diablo diminuidos. Como respaldo as nossas observagdes, recentemente foi relatado
que a linhagem Raji ¢ deficiente na liberagdo de SMAC/Diablo possivelmente devido a falta
de ativagdo de caspases mediada pelo citocromo ¢ (HANSEN et al, 2006). Além disso, foi
ainda verificado que a falha na formagdo do apoptossomo e ativacdo das caspases pelo
citocromo C nessa linhagem pode ser causada pela falta de expressao citosélica de Apaf-1, por
seqiiestro dessa proteina para membrana citoplasmatica, sugerindo um modelo em que células
com um nivel reduzido de Apaf-1 sdo objeto de regulacio da apoptose dependente de
citocromo C pelas IAPs enddgenas (SUN et al, 2005; SUN et al, 2007). Nossos resultados
indicam que a linhagem Daudi pode apresentar um mecanismo semelhante ao observado na
Raji em relacdo a liberagdo de SMAC/Diablo, ja que foram observados resultados
semelhantes para as duas linhagens quanto a expressao da proteina.

No presente estudo demonstramos que diferentes respostas a agentes citotoxicos
podem estar associadas as diferentes mutagdes do gene TP53 em células derivadas de
pacientes com LB, que atuam conferindo status funcional diferenciado as proteinas
codificadas. Essa relagdo da p53 mutada com a resisténcia pode ser causada por alteracdes nas
vias apoptoticas mediadas pela p53, tanto por alteracdes na transativagdo de genes alvo da
p53, manutencdo ou perda da capacidade de induzir apoptose independente de transativagao,

assim como, através da interacao da p53 mutada com survivina.
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Estudos adicionais com o objetivo de analisar o papel das mutagcdes do gene bax e
expressdo de outras IAPs, como XIAP, assim como a inibicdo da expressdo de survivina
nessas linhagens podem auxiliar a esclarecer os resultados obtidos no presente estudo. A
utilizagdo de linhagens celulares derivadas do LB e outros tumores com diferentes mutagdes
da p53 podera, no futuro, com emprego de metodologias mais sofisticadas de investigacao,
permitir uma maior compreensdo dos mecanismos relacionados ao ganho de fungdo da
proteina p53, além possibilitar o estudo da interface e sinergismo de outras alteragdes
genéticas que ocorrem durante o desenvolvimento do LB em menor propor¢do, mas que

podem contribuir para resisténcia ao tratamento nesse tumor.
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6. CONCLUSOES

v" Foi observada diferenga de sensibilidade aos quimioterapicos DOX, CDDP ¢ VP-
16 e a radiacdo gama entre as linhagens Daudi e Raji derivadas do Linfoma de

Burkitt;

v' A linhagem Daudi apresentou maior resisténcia do que a Raji a todos os agentes

testados, resisténcia esta relacionada ao tipo de mutagdo presente nesta linhagem;

v’ Apods tratamento com os agentes citotoxicos, ndo foi observado aumento da
expressao de p53 nas duas linhagens, e na Raji houve aumento de expressao da

p21 com todos os agentes testados, exceto, com radiagdo gama,

v Nio foi observada parada do ciclo celular na fase G1/S correlacionada com
aumento de p21 sugerindo possivel mecanismo de inativa¢ao de p21 na linhagem

Raji.

v' A radiagdo ionizante causou parada do ciclo celular na fase G2/M na linhagem
Daudi refor¢cando a hipotese da existéncia de outros mecanismos de controle deste

checkpoint do ciclo celular;

v' Os niveis de survivina aumentaram ap0s tratamento mostrando que a super-
expressdo de survivina em células com p53 mutada pode ser um fator que leva a

resisténcia a apoptose;

v' Niveis de survivina correlacionados a um alto percentual de apoptose foram
observados na Raji sugerindo que pode estar ocorrendo a expressdo diferenciada

de variantes de splicing da survivina pela p53.

v" Os niveis de SMAC/Diablo ndo sofreram alteragdes significativas apos exposi¢ao
das células das linhagens aos diferentes agentes citotoxicos provavelmente devido

a falta de Apaf-1 citosolica que gera uma falha na ativagdo das caspases mediada
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pelo citocromo C.

Pode ser observada diferenca na funcionalidade da proteina p53 mutada em
relacio a indug¢do de apoptose nas duas linhagens celulares indicando a
possibilidade de indu¢do da apoptose independente da transativagdo,

principalmente na linhagem Raji.

As fungdes de transativagdo de genes alvo de controle do checkpoint G1/M e
indugdo de apoptose parecem estar dissociadas nas mutantes da p53 das linhagens

do estudo.

Diferentes mutagdes do gene TP53 podem conferir status funcional diferente as

mutantes.

A sensibilidade a terapia em células de Linfoma de Burkitt com diferentes
mutagdes do gene TP53 ¢ dependente do tipo de mutacdo e do tipo de agente

citotoxico utilizado.

A utilizagdo de linhagens celulares com mutantes da p53 endogenas pode auxiliar
a elucidar mecanismos de resisténcia no Linfoma de Burkitt em um contexto mais

fisiologico.
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