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RESUMO

AVALIACAO DA RESPOSTA CELULAR MEDIADA PELO QUIMIOTERAPICO
TEMOZOLOMIDA ASSOCIADA AO INIBIDOR DO REPARO DO DNA METOXIAMINA
EM LINHAGENS DE GLIOBLASTOMA

Os gliomas compreendem mais de 70% de todos os tumores cerebrais primarios.
Mesmo com tratamento agressivo, a média de sobrevivéncia relatada para estes tumores
€ geralmente menor do que 1 ano ap6s o diagnostico. A quimioterapia baseada em
agentes alquilantes, como a temozolomida (TMZ), tem mostrado, em média, uma
modesta resposta e pequeno aumento da sobrevida. As principais lesbes causadas pela
TMZ sdo os aductos N’-metil-G e N*-metil-A, que sdo processados pelo reparo por
excisao de base (BER), compreendendo mais de 80% das lesdes induzidas no DNA pela
TMZ. Ha evidéncia de que a resisténcia a este quimioterapico pode ser causada em parte
por um eficiente processo de reparo via BER, mas poucos estudos tém focalizado essa
abordagem. Metoxiamina (MX) é um inibidor do reparo via BER que tem sido atualmente
investigado como um possivel aliado no combate a varios tipos de tumores, aumentando
os efeitos citotoxicos de drogas, tais como a TMZ. No presente trabalho, foram avaliadas
as respostas celulares de células de glioblastoma (GBM) ao tratamento com a TMZ,
associada ou ndo a MX. Foram analisados parametros como citotoxicidade (24 h, Kit
XTT), sobrevivéncia celular (120 h, Kit XTT) e clonogénica (10 dias apds o tratamento),
danos no DNA pelo Ensaio Cometa (2, 6, 12 e 24 h), a indugédo de apoptose (24, 48 e 72
h) e alteracdes na expressao génica e transcricional (24, 48 e 72h) de genes envolvidos
na via de reparo por BER. Sob tratamento das linhagens de GBM (U87, U343, U251,
U138 e T98G) a diferentes concentra¢des de TMZ (100 a 1000 uM), o efeito citotoxico foi
observado em células analisadas apds 120 h, sendo que a linhagem T98G foi a mais
resistente ao tratamento com TMZ e foi a Unica a apresentar diferengas significativas
entre o tratamento sozinho e combinado (p < 0,05). Assim, foi selecionada a linhagem
T98G para os demais experimentos e estudar as possiveis vias implicadas na resisténcia
a essa droga. A sobrevivéncia clonogénica das células T98G foi reduzida, sob tratamento
com a TMZ (100 a 800 pM), com diferenga significativas para as concentragbes
superiores a 400 uM. Observou-se que o efeito da TMZ foi acentuado quando associada
ao inibidor, com diferengas significativas para todas as concentragdes testadas. A droga
induziu uma maior porcentagem de danos no DNA (Ensaio Cometa) para ambos os
tratamentos (400 e 600 uM) e nos tempos de 2 e 6 h, com diferengas significativas entre
os tratamentos (TMZ e TMZ+MX), somente na concentragdo de 600 uM/2 h. Entretanto
esses danos se equipararam nos tempos seguintes. A indugdo de apoptose analisada
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nas ceélulas T98G mostrou a freqiéncia maxima de 24,2% no tempo de 72h, na
concentracao de 600 uM de TMZ, enquanto que uma maior indugdo de apoptose (47,7%)
foi observada para a mesma concentracdo no tratamento combinado (TMZ + MX),
resultando em diferencgas significativas. A analise de expressao génica realizada para os
genes APE1, FEN1 e XRCC1, mostraram que houve uma menor indu¢cdo dos genes
APE1 e FEN1 no tratamento combinado. A expressao da proteina APE1 (analisada por
Western blot) foi menos intensa em todos os tempos de tratamento combinado (TMZ +
MX), possivelmente pelo bloqueio dos sitios AP causado pelo inibidor MX. A proteina
FEN1 mostrou-se menos expressa na comparagao dos tratamentos, nos tempos de 48 e
72 h, indicando uma inibicdo de proteinas da via BER downstream a remocgao de sitios
AP por APE1, possivelmente pela ligagdo de MX. PCNA teve sua expressao protéica
aumentada no tratamento combinado, nos tempos de 24 h, e principalmente em 48 h,
sugerindo uma indugéo devida a um aumento de danos no DNA. Portanto, os resultados
dos ensaios realizados com a associacao da TMZ a MX demonstraram a influéncia do
tratamento combinado sobre a expressao de proteinas envolvidas no reparo via BER, o
que contribuiu para uma redugdo da capacidade proliferativa das células T98G em
decorréncia da maior indugéo de danos por aductos DNA-MX nao reparados, resultando
também em aumento de morte celular apoptética. Esses dados mostram que a
modulagéo do reparo via BER pode constituir uma estratégia promissora para aumentar a
eficacia do tratamento com a TMZ, o que podera futuramente embasar a escolha de
procedimentos terapéuticos que resultem numa maior eficacia do tratamento de gliomas

com agentes alquilantes.
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ABSTRACT

ASSESSMENT OF CELLULAR RESPONSES MEDIATED BY TEMOZOLOMIDE
COMBINED WITH METOXIAMINA, AN INHIBITOR OF DNA REPAIR, IN
GLIOBLASTOMA CELL LINES

Gliomas represent more than 70% of primary brain tumors. Even following an
aggressive therapies, the mean survival rate of patients with these tumors is less than one
year after diagnosis. Chemotherapy based on alkyklating agents, such as temozolomide
(TMZ) has been reported to increase the survival rate. N’-metyl-G and N3-metyl-A adducts
comprise more than 80% of the DNA lesions induced by TMZ and are processed by the
base excision repair process (BER). There is evidence in the literature suggesting that the
resistance to TMZ could be caused, in part, by an efficient repair by BER pathway,
although few studies have focused on this subject. Metoxiamine (MX) is an effective BER
inhibitor, which has been investigated as a conceivable treatment for different kinds of
tumor, due to its synergistic effect with antitumoral drugs, such as TMZ. In the present
study, the cellular responses to TMZ treatment associated or not with MX were evaluated
in giloblastoma (GBM) cell lines. Several parameters were analyzed, such as cytotoxicity
(24 h), cellular survival (120 h) and clonogenic efficiency (10 days after treatment), DNA
damage and repair kinetics (after 2, 6, 12 and 24 h of recovery time), apoptosis induction
(24, 48 and 72 h) and alterations in gene expression (24, 48 e 72h) for genes playing role
in BER pathway. The treatment with TMZ 100 -1000 pM (during 24 h) was cytotoxic for all
GBM cell lines tested (U87, U343, U251, U138 and T98G), as analyzed after 120 h, with
the T98G cell line being be the most resistant to TMZ; besides, T98G was the only one to
present significant differences (p < 0,05) in survival rates measured between TMZ
treatment and TMZ combined with MX. Thus, T98G cells were selected for the
subsequent experiments and for the study of the pathways implicated in TMZ resistance.
The clonogenic efficiency of T98G cells was reduced under TMZ treatment (100 - 800 uM)
with significant differences for treatments above 400 pM. In addition, the combined
treatment TMZ plus MX significantly increased the cytotoxic effects, even for the lowest
concentration. The comet assay showed higher percentage of DNA damage for both
treatment modalities (TMZ and TMZ+MX) at 2 and 6 h of recovery, with significant
differences between treatments for 2 h. Following 12 and 24 h of recovery, the amount of
DNA damage reached the control levels, indicating the repair of DNA breaks. Apoptosis
induction in T98G cells showed the highest frequency (24.2%) at 72h for 600 uM TMZ,
while the highest apoptosis induction (47.7%) was observed for the same concentration
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combined to MX. Quantitative gene expression analysis performed for three genes, APE1,
FEN1 and XRCC1, showed a reduced expression of APE1 and FEN1 for the combined
treatment. Western blot analysis demonstrated that APE1 was less expressed for all kind
of treatments, probably due to AP-sites blockade caused by the inhibitor MX. In addition,
FEN1 showed low levels of expression at 48h and 72h, indicating the inhibition of BER
pathway downstream to the AP removal by APE1. On the other hand, PCNA expression
was higher for the combined treatment (24h and mainly 48h), suggesting its induction
probably due to increased DNA damage. Therefore, the present results demonstrated that
the association of TMZ with MX interfered with the expression of proteins involved in BER,
thus, reducing the clonogenic efficiency of T98G cells, probably as a consequence of the
high production of unrepaired DNA-MX adducts, leading to cell death, including apoptosis.
These data show that the modulation of BER is a promising strategy for magnifying the
therapeutic impact of TMZ, and in the next future, this strategy may embrace the option to
establish novel and efficient therapy protocols for the treatment of gliomas with alkylating
agents.
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1. INTRODUCAO

1.1 Tumores do Sistema Nervoso Central (SNC)

O desenvolvimento tumoral é geralmente o resultado de multiplas
alteracoes em genes criticos de controle do ciclo celular ou de manutencao da
homeostase celular. Os tumores cerebrais sdo classificados em gliomas, tumores
neurais, neoplasias mal-diferenciadas e meningiomas. A distribuicao etaria
desses tumores é bimodal, com um primeiro pico em criangcas e um segundo,
muito maior, em adultos na faixa etaria de 45 a 70 anos (Reifenberger e Collins,
2004; Santarius et al., 1997).

Os gliomas malignos sao tumores cerebrais mais comuns, correspondendo
a mais de 70% de todas as neoplasias do sistema nervoso central (Ohgaki, 2009).
Os gliomas de origem neuroepitelial, incluindo glioblastoma multiforme (GBM),
séo tumores astrociticos de alto grau (World Health Organization [WHO] grau V),
quase sempre debilitante e rapidamente fatais para os pacientes. Outros tumores
astrociticos menos malignos sao os astrocitomas anaplasicos (WHO grau lll) e os
astrocitomas pilociticos (WHO grau |). Mesmo com tratamento agressivo
consistindo em cirurgia, radioterapia e quimioterapia, a média de sobrevivéncia
relatada para estes tumores em geral € menor do que 1 ano apds o diagnostico
(Avgeropoulos e Batchelor,1999).

Ha tendéncia de maior incidéncia de gliomas em regides altamente
desenvolvidas, os paises industrializados, havendo dados que indicam uma maior
incidéncia em caucasianos, comparadas aos africanos ou asiaticos (Ohgaki,
2009).

As vias genéticas que podem conduzir ao desenvolvimento do GBM
primario ou secundario podem advir de duas formas. O GBM pode se desenvolver
de novo (GBM primario), ou pela progressao de um astrocitoma anaplasico (GBM
secundario), sendo tais subtipos originados pelo acumulo de diferentes alteracdes
genéticas (Kleihues e Ohgaki, 2000; Ohgaki, 2005; Tso et al., 2006; Ohgaki e
Kleihues, 2007). O GBM primario apresenta caracteristicas que incluem LOH
(Loss of Heterozigosity; perda de heterozigosidade) do cromossomo 10q (70%),

assim como outras alteragdes genéticas, tais como a amplificacdo do gene EGFR



(36%), mutacdes no gene TP53 (28%), delecdo do p16™“ (31%) e mutagdes no
gene PTEN (25%). A mutacao no gene TP53 é uma alteracao genética precoce e
frequente na via de desenvolvimento do GBM secundario, com mutagdes em
torno de 65%, bem como LOH do cromossomo 10q (63%), entre outras (Figura-
1) (Ohgaki e Kleihues, 2007).

A quimioterapia baseada em agentes alquilantes tem mostrado
freqientemente, uma modesta resposta quanto ao tempo de sobrevida, quando
empregada como um adjuvante para cirurgia e radioterapia (Shapiro e Shapiro
1998; Prados e Russo, 1998). O agente cloroetilante BCNU3 (carmustine) e 1-(2-
chloroethyl)-3-cyclohexyl-1-nitrosourea (CCNU, lomustine) e o0s agentes
metilantes procarbazina e temozolomida (TMZ), utilizados sozinhos ou em
regimes de combinacdo, sdo as drogas mais comumente empregadas para o
tratamento de gliomas malignos (Prados e Russo, 1998; Prados, 2001).

A citotoxidade da maioria das drogas antitumorais, bem como das
radiacoes ionizantes, esta diretamente relacionada com a capacidade destas em
causar danos no DNA. Existem varias respostas celulares com possiveis
potenciais de citotoxicidade, incluindo inducdo de apoptose, modulacdo da
progressdo do ciclo celular, tolerancia ao dano e inducdo de reparo no DNA.
Estas respostas determinardo se as células sobreviverdo ou se iniciardo a via de
morte celular programada ou outras vias de morte. Respostas das células aos
danos induzidos que promovem a sobrevivéncia celular tém um impacto negativo
na eficacia do tratamento e conduzem a resisténcia as terapias (Madhusudan e
Hickson 2005).
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Figura 1: Vias genéticas que direcionam para GBM primario e secundario em nivel
populacional. A perda de heterozigosidade 10q é a alteragdao mais freqiiente em GBM
primério e secundario. Amplificacdo EGFR e mutacao no PTEN séo alterages tipicas do
GBM primario, enquanto que mutagdes no TP53 sao alteragdes genéticas freqlientes e
iniciais na via que direciona para o GBM secundéario (Ohgaki e Kheihues, 2007;
adaptado).

1.2 Temozolomida (TMZ)

Ensaios clinicos e pré-clinicos com derivados de imidazotetrazinona, como
a TMZ, enfatizam uma importancia potencial destes agentes metilantes em
terapias, os quais tém se mostrado relativamente eficazes em pacientes
diagnosticados com gliomas recorrente de alto grau (O'Reilly et al., 19983;
Friedman et al., 2000; Mason e Cairncross, 2005).

A TMZ demonstrou modesta eficacia clinica, com um perfil aceitavel de
seguranca e moderada melhora na qualidade de vida dos pacientes com GBM
recorrente (Brada et al., 2001). Em estudos pré-clinicos essa droga demonstrou

distribuicdo em todos os tecidos, baixa toxicidade relativa quando comparada com



o composto similar (mitozolomide) e atividade antitumoral contra varios tipos de
tumores, incluindo glioma, melanoma, mesotelioma, sarcoma, linfoma, leucemia,
carcinoma de colon e ovario (Stevens et al., 1987; Wedge et al., 1997). A TMZ
também apresentou a capacidade de atravessar a barreira hemato-encefélica, e
isso se tornou de especial interesse no que diz respeito a sua atividade em
tumores do SNC (Patel et al., 2003).

A metilacdo do DNA parece ser o principal mecanismo responsavel pela
citotoxicidade da TMZ em células malignas. Uma vez administrada, a TMZ é
hidrolisada de uma maneira ndo enzimatica, ndo requerendo metabolismo
hepatico, formando um composto ativo, o monometil triazeno imidazol
carboxamida (MTIC), em pH fisiolégico. Ativado, o MTIC metila o DNA nas
posicées N’ e O° da guanina e N® da adenina (70%, 5% e 9%, respectivamente)
(Mutter e Stupp, 2006). Embora a vasta maioria dos aductos formados seja na
posicdo N’ da guanina, a O%-metilguanina (O°®-metil-G) é responsavel pelo efeito
biolégico mais severo provocado por agentes alquilantes, os quais incluem
mutagenicidade e toxicidade (Beranek, 1990).

A lesdo O°-metil-G é reparada pela O®-metilguanina-DNA metiltransferase
(MGMT), uma proteina de reparo do DNA que € freqlientemente expressa em
altos niveis em tumores, assim, tornando-se um importante fator de risco na
resisténcia a drogas, diminuindo a eficacia de agentes alquilantes e cloroetilantes
(Pegg, 1990; Pegg et al.,, 1995). Uma alta atividade de MGMT foi encontrada em
canceres de colon, pulmao, mama e ovario (Kaina e Christmann, 2002), mas em
GBM, a porcentagem de tumores com deficiéncia de MGMT € particularmente
elevada (Kaina e Christmann, 2002; Silber et al., 1998).

Uma das lesbes mais importantes originadas no DNA em resposta a varios
agentes genotdxicos sao as quebras de fita dupla (DSB — Double-Strand Break).
Essas quebras, no entanto, ndo sdo induzidas diretamente em resposta ao dano
provocado pela TMZ, mas pode advir como lesées secundarias resultantes das
tentativas mal-sucedidas de reparo da O®-metil-G induzida pela droga (Drablos et
al., 2004; Triverdi et al., 2005).

A formacédo de O°-metil-G também pode ser reparada pelo mecanismo de
reparo mismatch (MMR - DNA mismatch repair), que identifica uma timidina (T)

incorporada erroneamente na fita oposta no momento da duplicacdo do DNA. O



sistema MMR faz uma incisdo na fita contendo a T, retirando-a juntamente com
outras bases circundantes gerando uma falha (gap), a qual é preenchida em
seguida via sintese. Contudo, uma vez que T é novamente incorporada em
oposicdo a O°-metil-G ainda presente, o sitio é novamente reconhecido pelo
sistema MMR e uma nova tentativa de reparo é realizada. Essas tentativas
podem fazer com que haja quebras na fita de DNA na proxima fase de duplicacéao
(fase S do ciclo celular), gerando as DSBs e ainda acionando outras vias de
reparo e/ou vias apoptéticas (Fink et al., 1998; Bignami et al., 2000).

As vias de sinalizacdo que desencadeiam o processo apoptotico séo
complexas, sendo que duas delas sdo mais estudadas. A via extrinseca é
mediada por receptores de morte na superficie celular, como FAS, TNFR
(receptor de fator de necrose tumoral) ou receptores TRAIL (Ashkenazi e Dixit,
1998; Jin e El-Deiry, 2005; Elmore, 2007); por outro lado, a via intrinseca, é
mediada por diversos estimulos que convergem na mitocéndria (citocromo c,
Smac/DIABLO, IAP, caspase-9) (Jin e El-Deiry, 2005; Elmore, 2007). Ambas as
vias convergem para a ativagdo de caspase-3, que induzem a clivagem de
proteinas quinases, proteinas do citoesqueleto, assim, afetando as vias de
sinalizacdao e por fim, induzindo a manifestacbes morfolégicas da apoptose.
(Ghobrial et al., 2005).

Roos et al (2007) demonstraram que o gene TP53 estd envolvido na
determinacdo da resposta citotéxica e apoptética em células de glioma apéds
tratamento com agentes metilantes e que a deficiéncia de TP53 prediz um
aumento na sensibilidade a TMZ (Hermisson et al., 2006). Entretanto, em
linhagem de cancer ovariano, o status do TP53 ndo afetou a citotoxicidade
induzida pela TMZ (Fishel et al., 2007). Segundo alguns autores, as células de
glioma respondem a TMZ ativando um bloqueio em G2/M, com poucas células
sofrendo apoptose, sendo o principal tipo de morte a autofagia (Kanzawa et al.,
2004). Estudos em células de melanoma também indicam que as vias de morte
por apoptose nao sao ativadas por TMZ e, de fato, a viabilidade reduzida é
resultado do blogueio em G2/M e inducao de senescéncia celular (Mhaidat et al.,
2007).

O reparo da lesdo O°-metil-G por MGMT ndo é o Unico mecanismo
responsavel pela resisténcia a agentes alquilantes (Bobola et al., 1996). Aductos



N’-metil-G (N’-metilguanina) e N®-metil-A (N°-metiladenina) sdo processados
através do reparo por excisdo de base (BER - Base excision repair), um
mecanismo multiprotéico iniciado por diversas glicosilases dano-especificas
(Denny et al., 1994; Willson, 1998). Interessantemente, tais lesées compreendem
mais de 80% das lesdes induzidas pela TMZ no DNA (Tentori e Graziani, 2002;
Sobol e Wilson, 2001). Assim, a resisténcia a este quimioterdpico pode ser
causada em parte por um eficiente processo de reparo via BER, mas poucos
estudos tém focalizado essa abordagem (Liu e Gerson, 2004).

1.3 Reparo Por Excisdo de Base (BER)

Bases oxidadas, deaminadas, alquiladas ou etanoaductos exociclicos
gerados por agentes endogenos, exdgenos e drogas antitumorais sao geralmente
reparados pela via BER (Adhikari et al., 2008). Essa via € um mecanismo de
reparo do DNA predominante em células de mamiferos, capaz de processar as
lesdes de bases, estimadas em cerca de 10* eventos por célula, por dia (Lindahl,
1993; Nakamura et al., 1998; Lindahl e Barnes, 2000).

Os aductos N”-metil-G e N3-metil-A, gerados ap6s a exposicdo a agentes
alquilantes (como a TMZ), sdo processados via BER. Por esta via, as bases
danificadas sao removidas por DNA glicosilases bi-funcionais que além de
remover a base, pela sua atividade de liase 3’AP, remove também o acucar-
fosfato. Alternativamente, a base pode ser removida por uma DNA glicosilase
monofuncional e o agucar fosfato sofre remocao por uma enzima endonuclease
AP (endonuclease apurinica/apirimidinica), como a APE1 (AP endonuclease 1). A
remocao do acucar-fosfato, pelas duas formas, resulta em um grupo 3"-OH e
5°deoxiribose fosfato (5°dRP) livre (Baute e Depicker, 2008). As lacunas séo
preenchidas por dois percursos: a via curta (Short Patch - SP-BER) ou a via longa
(Long Patch - LP-BER), em que apenas 1 ou 2-13 nucleotideos sdo substituidos,
respectivamente (Sobol et al.,, 1996), pela DNA polimerase B (pol B) no reparo
pela via curta ou pela pol B, d ou € no reparo pela via longa (Dogliotti et al., 2001).
Participantes adicionais no reparo pela via longa sdo RFC (replication factor C),
PCNA (proliferating cell nuclear antigen), FEN1 (flap endonuclease-1) e PARP
(poli (ADP-ribose) polimerase). PARP liga-se a quebras de fita simples (SSBs —



Single-Strand Breaks) e ha evidéncias de que essa ligacao protege da conversao
em DSBs, assim preservando o substrato para o BER (Woodhouse et al., 2008).
Em adicdo, PARP é necessaria para a estimulacao da sintese e liberacédo da fita,
facilitando o reparo de longos trechos de DNA (Prasad et al.,, 2001). O caminho
final de ligacdo é operado pelo complexo XRCC1 (X-ray repair cross-
complementing 1)/DNA ligase Il (LIG3) ou DNA ligase | (LIG1), nas vias curta e
longa, respectivamente (Dogliotti et al., 2001; Almeida e Sobol, 2007; Baute e
Depicker, 2008) (Figura-2).

Os agentes alquilantes produzem aductos de bases que s&o precursores
de sitios abasicos, e estes impedem a sintese de DNA por DNAs polimerases,
bloqueando a duplicacédo, contribuindo para a toxicidade (Loeb e Preston, 1986;
Sutton e Walker, 2001). Consistente com estas consideragdes, bactérias (Demple
e Harrison, 1994) e leveduras mutantes (Memisoglu e Samson, 2000), que séo
geneticamente deficientes para atividade de endonuclease AP, sao hipersensiveis
a morte induzida por agentes alquilantes.

Ape1l inicia o reparo de sitios AP potencialmente letais causados por
agentes alquilantes e radiacdes (Demple e Harrison, 1994; Evans et al., 2000).
Tipicamente, esta apresenta, em células de mamiferos, atividade de reparo
estimada em aproximadamente 95% (Evans et al, 2000), deste modo,
contribuindo para a resisténcia a agentes alquilantes utilizados para tratamento de
gliomas (Silber et al., 2002; Bobola et al., 2004), podendo predizer a resposta em
terapias adjuvantes.

Estudos pré-clinicos confirmaram que a modulagdo de componentes da via
BER esta associada ao aumento da sensibilidade a agentes alquilantes (Liu e
Gerson, 2004; Boiteux e Guillet, 2004), sendo que esse fato pode aumentar a
eficacia dessas drogas (Trivedi et al., 2005). Inibidores de BER e de PARP podem
aumentar a citotoxicidade da TMZ mesmo em células deficientes para MMR,
posto que os aductos N’-metil-G e N°-metil-A contribuem para esta resposta (Liu
et al,, 1999). Da mesma forma, a inibicdo da pol 3, juntamente com o aumento da
expressao da DNA glicosilase AAG (alkiladenine DNA glycosylase), mostrou um
aumento significativo na eficacia da TMZ (Trivedi et al., 2005).

Considerando que a via BER contribui significativamente para o reparo dos

danos induzidos pela TMZ e que a modulacido deste mecanismo de reparo pode



aumentar a eficiéncia terapéutica dessa droga, torna-se interessante investigar se
linhagens de GBM resistentes a TMZ podem ser sensibilizadas através da
inibicao desta via de reparo.
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Figura 2: Representacao esquematica mostrando a via curta (esquerda) e longa (direita)
do reparo via BER (Almeida e Sobol, 2007; adaptado).



1.4 Metoxiamina (MX): Inibidor da via de reparo BER

A MX é uma pequena molécula derivada do alkoxiamino, tendo como alvo
especifico o reparo pela via BER (Talpaert-Borle e Liuzzi, 1983; Liuzzi Talpaert-
Borle, 1985). Essa molécula reage covalentemente com o a&tomo C1 aldeidico em
sitios AP do DNA, gerados pela remocdo da base danificada por DNA
glicosilases, que sao refratarios a eliminacao pelo mecanismo B-dRP liase (Fortini
et al., 1993; Horton et al., 2002). A reagcdo de MX com sitios AP é mais rapida do
que a reacao de APE1 (Rosa et al., 1991) e o bloqueio do reparo por MX ocorre
pela modificacdo quimica dos sitios AP (Liuzzi e Talpaert-Borle, 1985).

A inibicdo quimica de BER por MX é uma estratégia valida para aumentar
a citotoxicidade de agentes quimioterapicos metilantes, tais como a TMZ, ou para
superar a resisténcia a droga (Liu et al., 1999; Taverna et al., 2001; Liu et al.,
2002).

A formacdo de aductos DNA-MX nos sitios AP pode interromper o reparo
pela via BER e prolongar a inducdo de danos por agentes alquilantes. Quando
ligado, MX é resistente a remogao enzimatica por APE1 (Horton et al., 2000),
fazendo com que ocorra o acumulo de sitios potencialmente téxicos (Liu e
Gerson, 2004). Incompletamente reparados, tais sitios AP bloqueados pela
ligacdo a MX conduzem a um aumento de SSBs e DSBs, bem como a morte
celular (Rinne et al., 2004; Taverna et al., 2001).

A acdo de agentes causadores de danos pode ser potencializada por MX,
conforme demonstrado em estudos in vitro; em células de cancer ovariano, a
atividade de agentes quimioterapicos como a TMZ foi modulada, via tratamento
com MX (Fishel et al, 2007) (Figura-3) e ainda, a citotoxicidade do metil-
metanosulfonato e TMZ também foram potencializadas pela acao desse inibidor
em células de cancer de mama (Rinne et al., 2004). Concentracdes nao toxicas
de MX, combinadas com TMZ, tanto para células de cancer de célon proficientes
e deficientes para MMR, resultaram em um significativo efeito antitumoral, sendo
que o gene TP53 néao foi requerido para inducao de apoptose, observada em 46-
50% das células (Liu et al., 2002).

Células de céancer ovariano, quando tratadas com TMZ associada a MX,
apresentaram um aumento significativo de DSBs, detectadas pelo anticorpo



especifico contra gama-H2AX (Fishel et al., 2007). O mesmo foi observado em
células deficientes para pol B (Trivedi et al., 2005), mostrando que o acumulo de
intermediarios do BER induzidos pela TMZ conduz a fosforilacado de H2AX (gama-
H2AX). H2AX ¢é fosforilada em resposta a DSBs (Fernandez-Capetillo et al.,
2004), contudo, o aumento da sua fosforilagdo, observada em resposta ao
tratamento com TMZ associada a MX, provavelmente é devida a sitios AP nao
reparados (Fishel et al., 2007).

Varios trabalhos na literatura tém focado a via de reparo BER como alvo
potencial para radio e quimio-sensibilizacdo (Adhikari et al., 2008; Johannessen et
al., 2008; Fishel et al., 2007; Fishel e Kelley 2007; O'Connor et al., 2007; Trivedi
et al., 2005; Taverna et al., 2003; Liu et al., 2002). Entretanto, as informacdes
sobre o papel do BER nas respostas a TMZ em gliomas ainda sao escassas (Liu
e Gerson, 2004).

Os mecanismos pelos quais intermedidrios da via BER (por ex. 5'dRP)
causam bloqueio da sintese de DNA e induz morte celular ainda ndo foram
elucidados (Sobol et al.,, 2003), o que estimula a pesquisa sob esse enfoque
visando, em Ultima instancia, investigar as vias genéticas que conduzem a
resisténcia das células de GBM. Esses resultados podem, futuramente, embasar
a escolha de procedimentos terapéuticos que resultem numa maior eficacia do

tratamento de gliomas com agentes alquilantes.
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Figura 3: Esquema mostrando o mecanismo pelo qual MX pode aumentar a
citotoxicidade da TMZ em células de cancer ovariano. MX bloqueia a via de ligagdo a

sitios AP bloqueando a acdo de Apeil/Ref-1 e polimerase B (Fishel et al., 2007;
adaptado).
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2. OBJETIVOS

2.1 Gerais

O presente trabalho objetivou avaliar as respostas celulares mediadas pelo
quimioterapico temozolomida em combinacdo com o inibidor de reparo por
excisao de base, metoxiamina, em linhagens de glioblastoma resistentes, visando
testar a hipotese de que a via BER de reparo contribui para a quimio-resisténcia
dessas células. Além de avaliar a possivel existéncia de efeito sinérgico do
tratamento combinado (TMZ + MX), foi proposto estudar os efeitos de MX sobre a
expressao transcricional e protéica de alguns genes representantes da via BER
de reparo do DNA.

2.2 Especificos

a) Determinar entre as linhagens celulares de glioblastoma (U138MG, U251MG,
T98G, U87MG e U343MG-a), quais sao resistentes ao tratamento com diversas
concentracdes de TMZ, por meio dos testes de citotoxicidade e sobrevivéncia
celular, bem como verificar os efeitos da associagao de TMZ com a MX.

b) Analisar a expressao transcricional do gene MGMT nas linhagens de

glioblastoma.

c) Avaliar a sobrevivéncia clonogénica da linhagem T98G (resistente a TMZ),
mediante o tratamento com o quimioterapico TMZ em combinag¢do com o inibidor
MX.

d) Analisar a inducdo de danos no DNA e a cinética de reparo destes, na
linhagem T98G em resposta ao tratamento com TMZ combinada ou ndo a MX.

e) Investigar a inducao de apoptose nas células T98G, em resposta ao tratamento
com a droga TMZ combinada ou nao a MX.

12



f) Analisar a expressao transcricional de genes envolvidos na via de reparo por

BER (APE1, FEN1, XRCC1) em resposta ao tratamento com a TMZ associada ou
nao a MX.

g) Analisar a expressao das proteinas envolvidas na via de reparo BER (APET1,
FEN1, PCNA) em resposta ao tratamento com a TMZ associada ou nao a MX.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Linhagens Celulares

A linhagem U343MG-a foi doada pelo Prof.Dr. Carlos G. Carlotti Jr., do
Departamento de Cirurgia e Anatomia (HC-FMRP/USP), enquanto que as
linhagens T98G e U87MG, pela Prof. Dra. Mari Cleide Sogayar (IQ-USP). As
linhagens U138MG e U251MG foram cedidas pelo Prof.Dr. Guido Lemz da
UFRGS.

As linhagens U251MG, U138MG e T98G apresentam mutacdes nos genes
TP53, p16, p14ARF e PTEN, enquanto que as linhagens U87MG e U343MG-a
apresentam mutacoes para trés dos genes mencionados acima, sendo selvagem
apenas para o gene TP53.

3.2. Agentes antitumorais

Temozolomida: principio extraido do medicamento Temodal® (Schering
Plough). O contetudo da capsula foi diluido em agua deionizada, agitada a 37°C
por 30 minutos e em seguida, filtrada em filtro Millipore (0,45 p) e estocado a -
80°C (Figura 4).
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Figura 4: Estrutura quimica do quimioterapico temozolomida (CgHgN¢O>).

Inibidor Cloridrato de Metoxiamina (CH3ONH..HCI) (Sigma): este € um
inibidor de BER que se liga a sitios AP, impedindo a remocéao dos mesmos pelas
AP endonucleases. Para os tratamentos em cultura, a droga foi dissolvida em
agua deionizada (pH 7,4), filtrada em filtro Millipore (0,45 p) e as aliquotas foram
estocadas a -80°C (Figura 5).

14



H;C— O
\
NH,

Figura 5: Estrutura quimica do inibidor metoxiamina.

3.3. Cultivo Celular

As linhagens celulares foram estocadas em nitrogénio liquido (-195 °C) em
aliquotas de 1x10° células/mL em uma solugdo de congelamento (50% meio de
cultura, 50% soro bovino fetal e 10% glicerol). Para a realizacdo dos
experimentos, as células foram descongeladas e cultivadas em frascos de cultura
de 25 cm? (Corning) com 10 mL de meio de cultura (DEM + F10 - Sigma)
suplementado com 10% de soro bovino fetal (Cultilab) e incubadas em estufa a
37°C e 5% CO,, até atingirem o estado de confluéncia (~ 5x10° células) quando

necessitam de sub-cultivo.

3.4 Tratamento com o Antitumoral TMZ

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

Primeiramente as células foram sub-cultivadas e semeadas em varios
frascos de cultivo, sendo incubadas para o tratamento. Aproximadamente 24 h
apoés o inicio do cultivo, uma determinada quantidade de células foram semeadas
e tratadas, com varias concentragdes de TMZ ou TMZ combinada a 20 mM de
MX, dependendo do teste empregado. A droga permaneceu no meio de cultura
por 24 h, sendo posteriormente retirada e as culturas foram lavadas para a
remocéao da droga. Os tempos de colheita dos experimentos também variaram de

acordo com o teste empregado.
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3.5. Analise da sobrevivéncia celular utilizando o KIT XTT (Roche Molecular
Biochemicals/ Mannhein, DE

O ensaio com o kit-XTT possibilita detectar células viaveis, com base no
principio de que a clivagem do sal amarelo tetrazolium XTT pelas células
metabolicamente ativas forma um corante formazam alaranjado. Dessa forma,
essa conversdo somente ocorre nas células viaveis. Portanto, esse experimento
tem a finalidade de determinar a quantidade de células sobreviventes apds o
tratamento com varias concentragdes de TMZ. Foram semeadas 6x10* células
para o teste de citotoxicidade e 1,5x10* células para o teste sobrevivéncia celular,
em placas de cultivo com 12 pocos (Corning) por 24 h, quando entdo foram
tratadas com a combinacao TMZ (100, 200, 400, 800, 1000 uM) mais MX (20 mM)
e TMZ sozinha. Apéds tratamento de 24 h, as células foram lavadas,
permanecendo em cultura por 24 h para avaliacdo da citotoxicidade e 120 h para
observar a sobrevivéncia celular. O kit XTT foi utilizado no momento da colheita,
permanecendo em cultura por cerca de meia hora, até o momento da leitura
colorimétrica em um espectrofotdbmetro, de acordo com as instrugcdes do
fabricante. Apés lavagem dos pogos, 60 uL da solugao XTT/electron (preparada
de acordo com as instrucbes do fabricante) foi utilizada. O resultado da
absorbancia, medida em 492 e 690 nm, é diretamente proporcional ao numero de
células viaveis na amostra.

Na analise estatistica, a média das duplicatas dos trés experimentos
independentes foram comparadas pelo teste One Way RM ANOVA seguido pelo
método de comparacao de Bonferroni.

3.6. Teste de Sobrevivéncia Clonogénica

Foram semeadas 1x10° células/frasco, sendo os tratamentos realizados
apos 24 h. As concentracbes de TMZ testadas foram: 100, 200, 400, 800, 1000
UM, combinada ou ndo a 20 mM de MX, durante 24 h; apds o tratamento, as
células foram lavadas e tripsinizadas, sendo semeadas 300 células por frasco de

cultivo, para cada tratamento (diferentes concentragbes da droga) e em triplicata.
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Aproximadamente apds 10 dias do tratamento, foram contadas as colénias com
mais de 50 células, coradas com Giemsa e analisadas com o auxilio de uma lupa.

Nesse ensaio, a média das triplicatas de cada um dos trés experimentos
independentes foram comparadas através do teste estatistico One Way RM
ANOVA, seguido pelo método de comparacéo de Bonferroni.

3.7. Deteccao de danos no DNA por meio do Ensaio Cometa

A linhagem T98G foi sub-cultivada e semeada (5x10* em placas de cultivo
de 6 pocos (Corning) e incubadas por 24 h, seguindo-se o tratamento com as
concentragdes de 400 e 600 uM de TMZ combinada ou ndo a 20 mM de MX por
24 h. Posteriormente ao tratamento, as células foram lavadas com solucdo de
PBS, sendo adicionado o meio de cultura completo, seguido de reincubacao a
37°C. O processamento das amostras foi feito de acordo com o protocolo descrito
por Singh et al (1988) com algumas adaptacdes realizadas no Laboratério de
Citogenética e Mutagénese da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto. As
células foram colhidas nos tempos de 2, 6, 12 e 24 h apds o tratamento, sendo
500 uL de suspenséo celular transferidos para um microtubo de 1,5 mL, e entédo
submetidos a centrifugacdo de 1.000 rpm, a 4°C, por 5 minutos. Em seguida,
desprezou-se 0 sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet, sendo acrescentados
160 pL de agarose de baixo ponto de fusdo (37°C) 0,5%, misturando-se
levemente. O material de cada microtubo foi transferido para duas laminas recém-
preparadas com a primeira camada de agarose de ponto de fusdo normal 1,5%.
Foram colocadas as laminulas sobre o material e, em seguida, estas foram
levadas a geladeira por 5 minutos, quando as laminulas foram retiradas. Em
seguida, as laminas foram mergulhadas em solucdo de lise (NaCl 2,5 M,
NaEDTA 100 mM, Tris 10 mM, Triton X-100 1% e DMSO 10%, pH 10,0) por 72
horas, permanecendo em geladeira durante todo o tempo. As laminas foram
retiradas da solucdo e mergulhadas em solugdo tampao de eletroforese (NaOH
0,3 M e Na;,EDTA 1 mM, pH > 13) por 20 minutos a 4°C, sendo assim, levadas
para a cuba de eletroforese. Transcorridos 20 minutos em corrente eletroforética
(25 V [1 V/cm, 300 mA] a 4°C), as laminas foram mergulhadas em solugédo de

neutralizacao (Tris-HCI 0,4 M, pH 7,5) por 15 minutos. Ap6s a neutralizacao, as
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laminas foram secas a temperatura ambiente, e entdo, fixadas em etanol 100%.
Para a coloracdo do material, foram adicionados 30 uL de solucdo de brometo de
etidio (concentracgéao final de 0,2 mg/mL) sobre a lamina, sendo esta recoberta por
uma laminula.

O material foi analisado em microscopio de fluorescéncia (ZEISS, filtro 516-
560 nm e barreira de filtro de 590 nm), em aumento de 40x. Foram analisadas 50
células/cultura, sendo observadas as células com contorno circular (nucleos sem
danos de DNA) ou em forma de “cometa” (nucleos com danos no DNA), no qual a
extensdo da cauda reflete a distancia de migracdo dos fragmentos de DNA,
seguida de captura de imagem digital (Camera Axiovision Zeiss). As imagens
obtidas foram analisadas pelo programa TryTek Comet ScoreTM, FreeWare v1.5,
onde se obtém o valor da porcentagem de DNA na cauda, baseado nos pixels dos
fragmentos de DNA. Os resultados gerados pelo programa foram transferidos
para uma planilha, sendo realizado entao o teste estatistico One Way RM ANOVA
seguido pelo método de comparacao de Bonferroni.

3.8. Deteccao morfologica de células apoptoticas

As células da linhagem T98G foram sub-cultivadas e semeadas (5x10*
células) em placas de cultivo de 6 pocos e incubadas por 24 h, seguindo-se o
tratamento com as concentragoes de 400 e 600 uM de TMZ combinada ou néo a
20 mM de MX por 24 h. A coleta das células para analise foi realizada nos tempos
de 24, 48 e 72 h apds o final do tratamento. A técnica empregada permite a
deteccao diferencial de células normais, apoptéticas e necroticas pelo uso de trés
corantes: Hoechst 33342, lodeto de propidio (Pl) e Diacetato de fluoresceina
(DAF), todos da empresa Sigma-Aldrich (USA). As células apoptéticas foram
reconhecidas pela caracteristica tipica de cromatina nuclear condensada e nucleo
fragmentado, enquanto que as necréticas, pela aparéncia de nucleo integro e
corado em vermelho, devido a entrada de PI.

Foi empregado o do teste estatistico One Way RM ANOVA seguido pelo
método de comparacdo de Holm-Sidak, sendo analisados os dados provenientes

de trés experimentos independentes.
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3.9. Experimentos para avaliacdao da expressao génica transcricional

3.9.1 Extracao de RNA total e preparacao dos cDNAs

Nos experimentos de analise de expressdo génica, foram semeadas 4x10°
células por frasco de cultivo de 75 cm? (Corning). As células da linhagem T98G
foram tratadas por 24 h com as concentragdes de 600 uM de TMZ combinada ou
nao a 20 mM de MX, sendo colhidas em tempos variaveis (24, 48 e 72 h) ap6s o
tratamento. Para verificar a integridade do RNA foi realizada uma eletroforese em
gel de agarose com formaldeido.

Para a preparagao do cDNA a ser utilizado nas reacdes de PCR inversa e
quantitativa em tempo real, foi removido o DNA das amostras de RNA, usando-se
o Kit Deoxyribonuclease I, Amplification Grade (Invitrogen).

Na reacdo de RT-PCR foi utilizado o Kit Superscript Il Reverse
Transcripitase (Invitrogen), adicionando 1 pL de oligo DT (250ng/uL) aos RNAs
provenientes da amostra da reacdo dom DNAse e incubados a 70°C por 10
minutos e, ao final, as amostras foram colocadas no gelo. Adicionou-se entdo aos
tubos um mix contendo 4 uL de First-strand buffer 5X, 2 uL de DTT 0,1 M, 1 uL de
dNTP 10 mM e 1 pL de Superscript Ill RT 200U/uL, incubando-se as amostras
primeiramente por 50 minutos a 50°C e finalmente a 70°C por 15 minutos. Ao final
da reacao, foi realizada uma PCR convencional para um gene constitutivo, a
Actina-B, a fim de testar a integridade das amostras de cDNAs, que
posteriormente foram estocadas a -20°C até sua utilizacdo nos ensaios de PCR

inversa e quantitativa em tempo real.

3.9.2 Avaliacao da expressao do gene MGMT por RT-PCR

Foi avaliada a expressao transcricional do gene MGMT visando identificar
quais linhagens de GBM (U343MG-a, U87MG, U138MG, T98G e U251MG)
seriam capazes de expressar esse gene. Deste modo, foi realizada uma PCR,
sendo o mix preparado de acordo com as seguintes proporgoes: 2,5 uL de MgCI2
(2 mM), 0,5 uL dNTPs (10 mM), 2,5 uyL de 10X PCR Buffer e 0,2 pL de Taq
polimerase (5U/uL), todos da Invitrogen, 0,5 pL do primer forward 5'-
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CCGTTTGCGACTTGGTACTT -3’ (solucéo estoque de 10 uM), 0,5 puL do primer
reverse 5- CTCACAACCAGACAGCTCCA -3 (solugao estoque de 10 uM) do
gene MGMT e 0,75 uL do cDNA obtido da reacédo de transcriptase reversa. A
reagao foi completada para um volume final de 25 pL. As condigbes de incubacao
e ciclagem foram: 5 minutos a 95°C para desnaturagao inicial, seguido de 35
ciclos de desnaturacao (30 segundos a 94°C), anelamento (40 segundos a 59°C)
e extensao (30 segundos a 72°C) e por fim, 72°C por 10 minutos. Posteriormente,
foi preparado um gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio, para a
aplicacdo das amostras e detecgcdo das bandas (101 pb) provenientes da
amplificacdo do RNAm do gene MGMT.

3.9.3 Avaliacao da expressao génica por RT-PCR quantitativa em
tempo real

Inicialmente, para determinar a quantidade inicial do nimero de cépias do
gene de interesse, foi utilizado o kit SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems). As reagbes foram realizadas num volume de 15 pL. Para este
volume o mix foi preparado de acordo com as seguintes proporcoes: 7,5 uL de
PCR Master Mix (SYBR Green — Applied Biosystems, Foster City), 0,75 uL do
primer forward (solugao estoque de 10 pM), 0,75 pL do primer reverse (solugéo
estoque de 10 uM), 5,4 uL de agua livre de RNAse e 0,6 pL do cDNA. As
amostras foram aplicadas em placas de 96 pocos (Applied Biosystems, Foster
City), onde foram adicionados a mistura da reagéo e as amostras de cDNA. Apds
a montagem das reacées de PCR, as placas foram seladas. Foram feitas a
incubacgéo e a ciclagem, utilizando-se o seguinte programa: incubagao (2 minutos
a 50°C), ativacao da Taqg (15 minutos a 95°C) e 40 ciclos de denaturacao (15
segundos a 95°C), anelamento (30 segundos a 56°C) e extensao (30 segundos a
72°C). Apéds esse programa, ainda foi realizada a curva de dissociagao/fusao.

Foram utilizados os iniciadores para os genes FEN1, APE1, XRCC1, além
de Actina B, um gene constitutivo, que tem por finalidade normalizar os dados de
expressao génica (Tabela-1). Os iniciadores foram desenhados com o auxilio do
programa Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/primer3_code.html).
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As amostras de RNA provenientes de trés experimentos foram utilizadas
para determinar a quantidade inicial do nimero de cépias do gene de interesse,
utilizando-se o método de curva-padrao relativa para cada gene, através da
diluigdo seriada de uma amostra conhecida. Mais especificamente, foi utilizado o
método de Crcomparativo, ou 2**°T (Livak e Schmittgen 2001).

Tabela 1: Lista de iniciadores utilizados nas reagdes de qPCR em tempo real. Os
iniciadores do gene ACTINA B também foram utilizado na PCR convencional para a
confirmacao da integridade do cDNA produzido por RT-PCR.

Tamanho do
Primer Seqiiéncia Posicdo | produto de
PCR (pb)

ACTINA B - forward 5- GATGAGATTGGCATGGCTTT - 3’ 57
ACTINA B - reverse 5 - ATTGTGAACTTTGGGGGATG - 3’ 197 1
XRCC1 - forward 5 - TCCTCTGTGTCCCCAGAATC - 3’ 1479
XRCCH1 - reverse 5 - CCCTGAAGAGACCAAAGCAG - & 1589 "
FENT1 - forward 5 - CCAGCTCTTCTTGGAACCTG -3 1212
FENT1 - reverse 5 - AGATCCTCAGAGAACTGCTT - 3’ 1331 120
APE?1 - forward 5 - ATATTGCTTCGGTGGGTGAC - 3’ 279
APET1 - reverse 5 - GCTCTGTCCTGAGCTCATCC - 3 393 1o

3.10. Avaliacao da expressao protéica por Western blot

3.10.1 Extracao de proteinas com Solucao de Lise

Foi utilizado o reagente ProteoJT™ Mammalian Cell Lysis Reagent
(Fermentas Life Sciences) para extracao de proteinas das células T98G tratadas
com 600 uM de TMZ e TMZ + MX (20 mM). Os tempos de colheita foram: 24, 48
e 72 h apds o tratamento de 24h com as drogas. Brevemente, as células foram
tripsinizadas e lavadas uma vez com PBS gelado. Posteriormente, foi adicionada
a solucdo de lise gelada (100-200 pL/10° células) com 1% do cocktel de inibidor

de proteases Halt™ Protease Inhibitor Cocktail Kit (Thermo Scientific). As células
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foram ressuspendidas em vértex e permaneceram por 10 minutos no shaker
(1200 rpm). Logo apds, as ceélulas foram centrifugadas a 18.000 rpm por 15
minutos a 4°C e o sobrenadante foi transferido para um tubo novo e estocado a -
80°C. As proteinas foram quantificadas em um espectrofotbmetro, pela
comparacdo com uma curva-padrao obtida para uma proteina conhecida (por
exemplo: soro albumina bovina) utilizando-se o kit BSA (Pierce).

3.10.2 Eletroforese de proteinas

O perfil das proteinas foi analisado por SDS-PAGE utilizando-se géis Bis-
Tris ou Tris-Acetato (/Invitrogen). As amostras foram preparadas com 40 pg de
proteina para 2,5 yL de tamp&o da amostra (tris-glicina SDS — Invitrogen). Em
seguida, as proteinas foram denaturadas a 70°C por 10 minutos e posteriormente
aplicadas ao gel. A eletroforese foi realizada em cuba (XCell SureLock™ Mini-
Cell/Invitrogen) contendo tampao apropriado (/nvitrogen) de acordo com o gel
utilizado, sendo aplicados em média 200V por 35-50 minutos, podendo haver
variagdes nestes parametros de acordo com o peso molecular da proteina a ser

estudada.

3.10.3 Transferéncia eletroforética

Apbés a eletroforese, as proteinas foram transferidas do gel para
membranas Invitrolon PVDF (Invitrogen) utilizando-se o sistema XCell 1™ Blot
Module (/Invitrogen). Os componentes da transferéncia foram previamente imersos
em tampao de transferéncia antes de serem colocados na cuba. A voltagem
aplicada foi de 30 V constantes por 2-4 h, podendo haver variacbes nestes
parametros de acordo com o peso molecular da proteina a ser estudada. Para a
confirmacgéo da transferéncia das proteinas, as membranas foram coradas por 12
minutos com corante SimplyBlue™ SafeStain (/nvitrogen). Posteriormente, as

mesmas foram lavadas com metanol e submetidas a imunodeteccéo.
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3.10.4 Imunodeteccao e visualizacao das proteinas

A imunodeteccdo e a visualizacdo das proteinas foram realizadas
utilizando-se o kit “Western Breeze Chromogenic” (/Invitrogen). A membrana foi
imersa em 10 mL de solucao bloqueadora e incubada durante 1 h em um agitador
rotatério. Em seguida, a mesma foi lavada com 20 mL de 4gua destilada durante
5 minutos e incubada com 10 mL da solucdo de anticorpo primério overnight. A
diluicdo de cada anticorpo foi determinada em experimentos preliminares, sendo:
FEN1, APE1 e PCNA e B-actina diluidos 1:1000. Ap6s esse passo, foram
realizadas 3 lavagens de 5 minutos com 20 mL de solucdo de lavagem para
anticorpos. A membrana foi incubada em 10 mL da solucdo de anticorpo
secundario proveniente do Kit “WesternBreeze Chromogenic” (/nvitrogen) por 30
minutos, sendo em seguida, novamente lavada 3 vezes por 5 minutos com
solucdo de lavagem para anticorpos. Posteriormente, foram realizados 2 banhos
com 20 mL de agua destilada por 2 minutos. Apds este ultimo, a membrana foi
incubada com 5 mL de substrato cromogénico até o aparecimento de bandas
roxas em sua superficie. Finalmente, as membranas foram lavadas duas vezes
(com agua destilada) e secadas com papel de filtro. Os marcadores de peso
molecular empregados foram: MagicMark™ XP Western Protein Standard e
SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Standard, ambos da Invitrogen. As bandas foram
quantificadas utilizando-se o software Scion Image (Scion Corporation, Frederick,
Maryland, USA).
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4. RESULTADOS

4.1. Citotoxicidade e Sobrevivéncia Celular

Foram realizados experimentos com as linhagens U343MG-a, T98G,
U87MG, U251MG e U138MG utilizando o Cell Proliferation Kit Il (XTT) para
analisar a citotoxicidade (24 h) e a sobrevivéncia celular (120 h), em resposta ao
tratamento com diversas concentragdes do antitumoral TMZ (100, 200, 400, 800 e
1000 uM). Nesses testes, as células permaneceram por 24 h na presenca da
droga, sendo posteriormente lavadas e reincubadas.

Para todas as linhagens estudadas, os resultados dos ensaios de
citotoxicidade, avaliados ap6s 24 h da exposi¢ao a droga, demonstraram que nao
houve diferencas significativas nas porcentagens de células viaveis em todas as
concentragdes testadas, quando comparadas com as apresentadas pelo grupo
controle (Figura-6, Tabela-2), indicando a auséncia de efeito citotéxico imediato.

Citotoxicidade (24 h)

1000 -
2 ——U87MG
= —=—T98G
3 —o—U251MG
Ko —a— U343MG-a
5 10+
v —o—U138MG
o
P

1 T T T T 1

0 200 400 600 800 1000
TMZ (uM)

Figura 6: Resposta aos tratamentos (24 h) com cinco concentragdes de TMZ (100, 200, 400, 800 e
1000 pM) realizados para diferentes linhagens GBM: U87MG, T98G, U251MG, U343MG-a e
U138MG. As células foram colhidas 24h ap6s o tratamento, sendo analisadas pelo Cell Proliferation

Kit Il (XTT). Foram realizados trés experimentos independentes.
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Tabela 2: Porcentagens de células sobreviventes nos ensaios realizados com as linhagens U343MG-
a, U251MG, U87MG, U138MG e T98G, tratadas por 24 h com cinco concentragdes de TMZ (100, 200,
400, 800 e 1000 pM) e TMZ associada a 20 mM MX. Os resultados foram obtidos apds 24 h de
tratamento, utilizando o Cell Proliferation Kit I (XTT). Foram realizados trés experimentos

independentes.

Citotoxicidade (%)
Linhagens

OpMTMZ 100 pMTMZ 200 uMTMZ 400 (M TMZ 800 pM TMZ 1000 uM TMZ

U87MG 100,0 102,3 69,3 46,6 81,3 54,0
T98G 100,0 102,7 94,9 96,8 92,5 95,2
U251MG 100,0 115,5 87,5 77,8 83,1 89,1
U343MG-a 100,0 99,6 113,9 111,8 89,1 65,4
U138MG 100,0 107,1 109,5 100,1 89,8 97,2

A sobrevivéncia celular foi também analisada apdés 120 h, em trés
experimentos independentes e para as mesmas linhagens de GBM, utilizando
novamente o Cell Proliferation Kit Il (XTT), sendo submetidas aos mesmos
tratamentos com TMZ associada ou ndo a 20 mM do inibidor MX (Figura-7,
Tabela-3). Nesses ensaios, diferencas significativas (p < 0,05) foram encontradas
para todas as concentracdes testadas de TMZ, associadas ou ndo ao inibidor, em
relacdo ao controle. Nas linhagens U343, U251 e U87, porém, ndo houve
diferengas entre os tratamentos realizados com a TMZ sozinha e TMZ combinada
ao inibidor MX. Essas linhagens apresentaram uma queda (~50%) nas taxas de
sobrevivéncia em resposta ao tratamento com a TMZ, mas em concentracoes
superiores a 200 uM nao houve diferencas acentuadas entre os tratamentos.

Para a linhagem U138, diferencas estatisticamente significativas foram
observadas, em relacdo ao controle, para os tratamentos com a droga sozinha
nas concentragdes de 400, 800 e 1000 uM, porém, no tratamento combinado ao
inibidor, diferencas foram observadas para concentracdes superiores a 200 uM (p
< 0,05). Nao houve diferencga significativa em relacdo aos tratamentos somente
com a TMZ e TMZ + MX. Esta linhagem mostrou-se pouco mais resistente em
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relacdo as linhagens acima mencionadas, sendo que a concentracdo capaz de
induzir morte em aproximadamente 50% das células foi de 400 uM.

A linhagem T98G mostrou diferencas estatisticamente significativas (p <
0,05) apds 120 h de tratamento nas concentracdes superiores a 400 uM de TMZ;
no tratamento combinado (TMZ + MX), todas as concentracdes testadas (100 a
1000 M) mostraram diferencas significativas na comparagédo com o controle e
com o tratamento somente com a TMZ, o que nao foi observado para as outras
linhagens. Além disso, as células T98G mostraram-se extremamente resistentes
aos tratamentos, sendo que a maior concentragdo testada ndo alcangou sequer
uma reducao de pelo menos 50% na porcentagem de células viaveis, sendo
observada uma proporcéo de 75,8%. Entretanto, o tratamento combinado reduziu
significativamente a porcentagem de sobrevivéncia (31,1%) para concentracoes
>800 uM. Essa linhagem foi entao selecionada para os demais ensaios, com base
na observagado de que a mesma se mostrou mais resistente ao tratamento com a
TMZ (Figura-8), além de mostrar diferencas significativas entre os tratamentos
isolados e combinados (TMZ e TMZ + MX), permitindo o estudo das possiveis

vias implicadas na resisténcia a TMZ.
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Figura 7: Sobrevivéncia celular das linhagens U343MG-a (A), U251MG (B), U87MG (C), U138MG
(D) e T98G (E), apds o tratamento com cinco concentragbes de TMZ (100 200, 400, 800 e 1000
MM) e TMZ associada a 20 mM MX. As células foram colhidas cinco dias (120 h) apés o

tratamento, sendo analisadas pelo Cell Proliferation Kit Il (XTT). Cada ponto no grafico representa

a média (x D.P.) de trés experimentos independentes.

27



Tabela 3: Porcentagens de células sobreviventes em linhagens U343MG-a, U251MG, U87MG,
U138MG e T98G, tratadas com cinco concentracées de TMZ (100, 200, 400, 800 e 1000 uM) e TMZ
associada a 20 mM MX. Os resultados foram obtidos apds 5 dias de tratamento, utilizando o Cell
Proliferation Kit Il (XTT). Foram realizados trés experimentos independentes, sendo apresentadas as

médias obtidas.

Sobrevivéncia Celular (%)
Linhagens Tratamentos

0 uM 100 pM 200 M 400pM 800 pM 1000 pM

T™MZ 100 31,2~ 28,3 " 22,1* 28,8 213"
U343MG-a TMZ + MX
+ * * * * * *
(20 mM) 78,4 26,9 33,3 28,5 22,3 20,2
T™MZ 100 38,5 20,5* 17,7* 15,3 * 15,9 *
U251MG TMZ + MX
+ * * * * * *
(20 mM) 37,3 24,5 23,3 21,2 21,0 16,2
T™MZ 100 61,3 " 49,5* 412~ 34,0* 27,7*
veTma TMZ + MX
+ * * * * * *
(20 mM) 73,2 45,3 39,8 32,1 25,8 24,5
T™MZ 100 90,7 71,5 515" 39,9* 376"
U138MG TMZ + MX
+ * * * * *
(20 mM) 70,6 63,1 67,9 54,0 48,3 35,7
T™MZ 100 102,6 92,5 88,1* 80,6" 75,8*
To8@ TMZ + MX
+ * %k * % * %k * % * %k
(20 mM) 90,0 80,8 71,0 69,8 31,1 16,1

(*) Diferencga estatisticamente significativa em relagéo ao controle (p < 0,05).
(**) Diferenca estatisticamente significativa em relagcdo ao controle e entre os tratamentos (p < 0,05).
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Figura 8: Sobrevivéncia celular analisada para diferentes linhagens GBM: U343MG-a, U87MG,
U138MG, T98G e U251MG, tratadas por 24 h com varias concentracées de TMZ (100, 200, 400,
800 e 1000 uM) e colhidas cinco dias apés o tratamento; a andlise foi realizada com o Cell
Proliferation Kit Il (XTT). Cada ponto no gréafico representa a média (£ D.P.) de trés experimentos

independentes.

4.2. Sobrevivéncia Clonogénica

A linhagem T98G foi também analisada pelo ensaio de sobrevivéncia
clonogénica, em células coletadas 10 dias ap6s o tratamento. Nesse ensaio, as
colénias com mais de 50 células sao contadas, sendo possivel avaliar a
capacidade reprodutiva das células tratadas. A eficiéncia de clonagem (EC)
calculada pela formula EC = n° de col6nias contadas / n° de células semeadas
apresentou um valor de 0,52. A fracdo de colbnias sobreviventes foi calculada
[SF = n°de colbnias contadas / (EC* n° células semeadas /100%)], sendo que os
valores médios obtidos variaram de 100,6% a 44,9% no tratamento somente com
a TMZ e, no tratamento associado ao inibidor, os valores médios variaram de
78,1% a 6,6%. Foram observadas diferencas estatisticamente significativas (p <
0,05) no tratamento com a TMZ em relagcao ao controle para as concentracoes de
400, 600 e 800 uM. A associacao com o inibidor também mostrou diferencas
significativas (p < 0,05) para todas as concentracdes testadas, comparadas ao
controle e ao tratamento com a TMZ, mostrando um resultado semelhante ao

obtido no teste de sobrevivéncia celular (5 dias), mas com uma curva de resposta
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a diferentes concentracdes melhor definida, seguindo um padrdo linear, R? =
0,9063 e R?® = 0,8116, para os tratamentos com a TMZ e TMZ + MX,

respectivamente (Figura-9, Tabela-4).
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Figura 9: Sobrevivéncia clonogénica analisada para a linhagem T98G apos tratamento com a
droga TMZ (100, 200, 400, 600 e 800 puM) por 24 h, combinada ou néo ao inibidor MX (20 mM).
Foram calculadas as médias (£ D.P.) dos resultados de trés experimentos independentes. (*)
Diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao controle (p < 0,05); (**) Diferenca

estatisticamente significativa em relacao ao controle e entre os tratamentos (p < 0,05).

Tabela 4: Porcentagens (x Desvio Padrdo) de colénias apresentadas pela linhagem T98G
submetidas ao tratamento com diversas concentragdes de TMZ (100, 200, 400, 600 € 800 uM) e
TMZ associada a 20 mM MX. As coldnias foram contadas ap6s 10 dias de tratamento. Foram

calculadas as médias (£ D.P.) dos resultados de trés experimentos independentes.

Sobrevivéncia Clonogénica (%) ( £ Desvio Padrao)
Tratamentos

0 uM 100 pM 200 uM 400 pM 600 uM 800 uM

T™MZ 100,6 +12,8 951+112 97675 56,7 +8,1* 57,0+29,8* 449 +8,2*

T('\zngr;m)x 78,1+16,5 30,697 21,0+29™ 175+1,7"* 18285 6,6+2,3"

(*) Diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao controle (p < 0,05).
(**) Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controle e entre os tratamentos (p <

0,05).
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4.3. Ensaio Cometa

O principio do Ensaio Cometa baseia-se na capacidade de fragmentos de
DNA denaturados ou clivados migrarem para fora da célula sob a influéncia de
uma corrente elétrica. O DNA integro migra mais lentamente e permanece dentro
dos limites do nucleo quando uma corrente é aplicada.

Assim, foram avaliadas as porcentagens de DNA na cauda das células
T98G em diferentes tempos (2, 6, 12 e 24 h) de recuperacao apds serem
submetidas a 24 h de tratamento com 400 e 600 pM de TMZ e TMZ + MX (20
mM). Houve um aumento estatisticamente significativo (p < 0,05) na porcentagem
de DNA na cauda apenas nos tempos de 2 € 6 h ap6s o tratamento para ambas
as concentracdes e tratamentos testados, havendo diferencas entre o tratamento
combinado (TMZ + MX) e TMZ sozinha apenas no tratamento com TMZ a 600 puM
por 2 h. Em geral, ap6s 12 h de recuperacdo, os niveis de quebras no DNA
praticamente retornaram aos niveis normais. Os dados obtidos nos experimentos
foram representados em termos de % DNA + Desvio Padrao (Figura-10, Tabela-
5).
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H 2h recuperacao
& 6h recuperacao
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24h recuperacao

% DNA

201

0 MX (20mM) 400 400 + MX 600 600 + MX
TMZ (uM)

Figura 10: Porcentagem de DNA na cauda avaliada pelo Ensaio Cometa realizado para as células
T98G, nos tempos de 2, 6, 12 e 24 h de recuperagao apos 24h de tratamento com 400 e 600 uM
de TMZ e TMZ associada a 20 mM de MX. As imagens foram quantificadas pelo programa TryTek
Comet Score TM, FreeWare v.1.5. Os dados estdo representados como Médias + Desvio
Padrao. Foram realizados trés experimentos independentes. (*) p < 0,05 em relagéo ao controle;

(**) p £ 0,05 em relagdo ao controle e entre os tratamentos.
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Tabela 5: Estimativa de dano no DNA avaliado em diferentes tempos de recuperagéo (2, 6, 12 e
24 h) por meio do Ensaio Cometa realizado para as células T98G, sob condi¢des de tratamento
com as concentragdes de 400 e 600 uM de TMZ associada ou ndo a 20 mM de MX. Foram
realizados trés experimentos independentes e os dados estdo representados como Médias *

Desvio Padrao.

% DNA na cauda (+ Desvio Padrao)

Tratamentos
2h 6h 12 h 24 h

Controle 49+24 3,8+1,9 46+0,5 51+04
MX (20 mM) 55+1,9 6,3+ 1,4 39+1,1 56+1,9
TMZ (400 pM) 17,1 £2,0 12,1 + 4,1 9,3+3,7 55+0,7
400 pM + MX 17,5+8,3 12,7+ 4,6 8,8+4,0 73+2,6
TMZ (600 pM) 23,3+7,0 22,1+18,4 6,2+ 3,3 52+0,9
600 uM + MX 35,1 +4,4 18,2+5,4 6,3+2,7 54+1,0

4.4. Apoptose

A inducdo de apoptose na linhagem T98G foi estudada em trés
experimentos, sendo calculadas as freqiéncias de células apoptéticas nos
tratamentos com 400 e 600 pM de TMZ combinada ou ndo a MX (20 mM) e
analisadas nos tempos de 24, 48 e 72 h (Figura-11, Tabela-6)

A inducdo de apoptose foi observada em 24, 48 e 72 h apds os
tratamentos. Foram observadas diferengas estatisticas significativas em todas as
concentragdes e tempos testados, em relacdo ao controle (p < 0,05), havendo
uma maior inducao no tempo de 72 h. A concentracdo mais elevada de TMZ (600
MM) associada a MX foi mais eficaz quanto a inducao de apoptose nos tempos de
48 e 72 h (p < 0,05), com um pico de apoptose observado em 72 h (47,7%). O
inibidor sozinho nao foi capaz de induzir apoptose nas células T98G.

No mesmo ensaio foram avaliadas as porcentagens de células necréticas,
ndao sendo encontradas diferencas estatisticamente significativa nos tempos e

concentragoes testadas.
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Figura 11: Porcentagens de células apoptéticas (x Desvio Padrdo) observadas em
células T98G, avaliadas apds 24, 48 e 72 h do tratamento com 400 e 600 uM de TMZ
associada ou ndao a 20 mM de MX. (*) p < 0,05 em relagcéo ao controle; (**) p < 0,05 em

relacéo ao controle e entre os tratamentos.

Tabela 6: Porcentagens de células apoptéticas (+ Desvio Padrao) em células T98G,

avaliadas ap6s 24, 48 e 72 h do tratamento com 400 e 600 uM de TMZ associada ou nao

a 20 mM de MX.
% de células Apoptéticas * (Desvio Padrao)
Tempos 400 pM TMZ 600 pM TMZ
Controle 400 pM TMZ + 600 uM TMZ +

MX (20 mM) MX (20 mM)

24 h 2,8+0,4 59+0,5 85+£0,6 12,7 +£0,9 12,1 +2,0

48 h 0,8+0,7 10,9+1,5 16,2 £ 5,0 19,9+7,7 35,6 £10,7

72 h 0,9x0,2 10,1 +£0,8 12,7 £ 1,6 242 +57 47,7 £ 2,6
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4.5. Expressao génica transcricional (RT-PCR)

A expressao do gene MGMT, verificada por RT-PCR, foi positiva para as
linhagens U343, U138 e T98G, mas negativa para as linhagens U251 e U87
(Figura-12). Esses dados sado importantes, visto que o status desse gene tem

sido correlacionado com a resisténcia das células ao tratamento.

MGMT

M T98G U251 U138 us7 U343 BRA

Figura 12: Gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio mostrando a banda
correspondente ao RNAm do gene MGMT (101pb) resultante da analise de amostras de
cinco linhagens de GBM (T98G, U251MG, U138MG, U87MG, U343MG-a) analisadas por
RT-PCR.

4.6. Expressao génica trancricional analisada por q-PCR em tempo real

Nos experimentos realizados com a linhagem T98G, a andlise dos
resultados de expressao génica por g-PCR em tempo real foi analisada
empregando-se o método 2T para os genes APE1, FEN1 e XRCCT1 (via de
reparo BER). Essa analise foi realizada comparativamente as células néao
tratadas, sendo que os Fold Change (FC) representam a modulacdo da
expressao génica relativa aos controles (Figura-13, Tabela-7).

Foi observada uma inducao de APE1 no tratamento com a MX nos tempos
de 24 h (FC=0,36) e 48 h (FC= 1,02), mas esse gene foi reprimido em 72 h (FC=
-0,42). No tratamento com a TMZ, houve represséao até 48 h (FC=-0,17 e -0,55,
para 24 e 48 h, respectivamente), com uma leve inducdo em 72 h (FC= 0,15).
Verificou-se que nos trés tempos analisados, o gene APE1 encontrou-se
reprimido nos tratamentos combinados TMZ + MX (FC=-0,21; -0,42; -0,27).

O gene FEN1 mostrou-se fortemente induzido pela MX em 72 h (FC=1,02)
e também no tratamento combinado TMZ + MX (FC= 0,92) no mesmo tempo; A

TMZ sozinha induziu levemente a expressdao desse gene em todos os tempos
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(24, 48 e 72 h) (FC=,041; 0,02 e 0,19, respectivamente). Entretanto, a repressao
transcricional desse gene foi observada em 24 e 48 h apéds o tratamento com MX
(FC= -0,75 e -0,74) e nos mesmos tempos para o tratamento combinado (FC= -
0,22 e -0,67).

O gene XRCC1 sofreu inducao na maior parte dos tratamentos realizados:
no tratamento com MX os FCs foram de 0,84; 0,56 e 0,12, nos tempos de 24, 48
e 72 h, respectivamente; no tratamento com a TMZ foi observado FC= 0,50 nos
tempos de 48 e 72h. Finalmente, para os trés tempos no tratamento combinado,
os FCs foram de 0,30; 0,38 e 0,52, respectivamente. A repressao do gene foi

observada apenas em 24 h no tratamento com a TMZ (FC= -0,14).
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Figura 13: Avaliagcdo da expressao génica transcricional por g-PCR em tempo real em
células T98G tratadas com 600 uM de TMZ combinada ou ndo a 20 mM de MX, para os
genes APE1 (A), FEN1 (B) e XRCC1 (C). Os resultados obtidos de expressao génica

relativa foram representados em Fold-Change (log,).
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Tabela 7: Resultados da andlise de expressdao génica por g-PCR em tempo real,
analisados em trés experimentos independentes realizados em células T98G; estas
foram tratadas por 24 h com 600 uM de TMZ combinada ou ndo a 20 mM de MX, sendo
colhidas em trés tempos diferentes: 24, 48 e 72h.

Médias (Log2) de Fold
Genes Tratamentos change
24 h 48 h 72h
MX (20 mM) 0,36 1,02 -0,42
APE1 TMZ 600 uM -0,17 -0,55 0,15
TMZ + MX 021 -042  -0,27
MX (20 mM) 0,75  -064 1,02
FEN1 TMZ 600 uM 0,41 0,02 0,19
TMZ + MX -0,22 -0,67 0,92
MX (20 mM) 0,84 0,56 0,12
XRCCH1 TMZ 600 uM -0,14 0,50 0,50
TMZ + MX 0,30 0,38 0,52

4.7. Expressao proteéica por Western blot

Nos experimentos realizados com as células T98G, a expressao protéica
foi avaliada por Western blot para as proteinas APE1, FEN1 e PCNA, cujas
funcdes estao relacionadas com a via de reparo BER, sendo que anteriormente,
foi também estudada a expressao transcricional dos respectivos genes. Os
valores de expressao relativos as intensidades das bandas estao representados
na Tabela-8. A proteina APE1 mostrou variacdes nos niveis de expressao nas
células tratadas, sendo observada uma reducdo mais acentuada na sua
expressdo na presenca do inibidor MX (somente) analisada em 24 e 48 h,
enquanto que no tratamento combinado TMZ + MX, a expressdo de APE1 foi
levemente reduzida em relacédo ao tratamento com a TMZ isoladamente (Figura
14-A).

A intensidade das bandas apresentadas pela proteina FEN1 indicou que os
niveis de sua expressao foram reduzidos, tanto na presenca de MX como no
tratamento combinado TMZ + MX, nos tempos de 48 e 72 h (Figura 14-B). Por

37



outro lado, alteragdes na expressao da proteina PCNA foram observadas apenas
nos tempos de 24 e 48 h, com uma leve indugcdo nesses tempos no tratamento
combinado (Figura 14-C).

24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h
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Figura 14: Expressao das proteinas APE1 (A), FEN1 (B), PCNA (C), analisadas por Western
blot, nos tempos de 24, 48 e 72 h, em células T98G tratadas com 600 uM de TMZ associada
ou ndo a 20 mM de MX. Os gréficos mostram os valores de intensidade das bandas, obtidos
pelo programa Scion Image.
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Tabela 8: Expressao das proteinas APE1, FEN1 e PCNA, analisadas por Western blot,
nos tempos de 24, 48 e 72 h, em células T98G tratadas com 600 uM de TMZ associada
ou ndo a 20 mM de MX. Os valores foram obtidos pelo programa Scion Image.

Intensidade de pixel

Proteinas Tratamentos
24 h 48 h 72 h

0O uM 8510,04 11912,04 18453,96
MX (20 mM) 5775,84 6252,12 15689,52
APET 600 uM TMZ 10767,96 13247,64 13204,80
600 + MX 7648,20 10808,28 11234,16
0O uM 4051,75 6672,83 11367,38

MX (20 mM) 3105,07 4916,32 6898,58

FENT 600 pM TMZ 3346,57 6788,06 9275,78
600 + MX 3889,14 3790,70 5888,90

0O uM 4319,84 2978,88 1577,6

MX (20 mM) 5150,4 2855,92 1350,24

PCNA

600 uM TMZ 5148,08 3575,12 2396,56

600 + MX 5837,12 5403,28 2190,08
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5. DISCUSSAO

Os mecanismos de agao de drogas antitumorais envolvem complexas vias
de respostas aos danos no DNA, que sao ainda pouco compreendidas, apesar de
uma extensa literatura. A diversidade de respostas dos tumores, além da
resisténcia adquirida ou intrinseca a agentes citotdéxicos continua sendo o
principal obstaculo no tratamento do cancer (Sarkaria et al., 2008).

O principal obstaculo no tratamento de GBM com o uso da TMZ é a
resisténcia (Reinhard et al., 2001), sendo que o principal mecanismo tem sido
atribuido a proficiéncia da enzima MGMT (Baer et al., 1993; Quinn et al., 2005).
Contudo, estudos ao nivel molecular tém demonstrado que o beneficio ao
tratamento com TMZ é observado principalmente em pacientes cujo tumor
apresenta metilacdo na regidao promotora do gene MGMT, sendo que nessas
condicbes, estes se mostram incapazes de reparar parte dos danos no DNA
induzido pela quimioterapia (Esteller et al., 2000; Hegqi et al., 2004; Hegi et al.,
2005; Donson et al., 2007).

Foi relatado que aproximadamente 50% dos GBM apresentam elevada
expressao de MGMT (Silber et al., 1999; Zawlik et al., 2009). Assim, niveis
elevados de MGMT em células tumorais correlacionam negativamente com a
eficacia do tratamento com essa droga, o que impde um obstaculo quanto a
eficacia do tratamento com a TMZ (Kaina e Cristmann, 2002; Ross et al., 2004;
Jacinto e Esteller, 2007).

O uso de inibidores de reparo de BER constitui uma abordagem atrativa
para a radio ou quimio-sensibilizacdo (Madhusudan e Middleton, 2005; Parkinson
et al., 2007; Adhikari et al., 2008; Johannessen et al., 2008). Assim, neste
trabalho, o objetivo foi tentar sobrepujar a resisténcia apresentada por células de
GBM ao tratamento com a TMZ, pela inibicdo da via de reparo BER por MX, bem
como avaliar seus efeitos através dos ensaios de morte celular, danos no DNA e
apoptose. Além disso, foi também proposto um estudo envolvendo as vias de
sinalizacao molecular, sendo escolhidos alguns genes da via de reparo BER para
a analise de expressdao génica por RT-PCR quantitativa em tempo real e
expressao protéica por Western blot.
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5.1 Citotoxicidade e Sobrevivéncia celular em resposta a TMZ

O teste de sobrevivéncia € um método classico utilizado para testar a
sensibilidade celular a diferentes concentracées dos agentes anticancer in vitro
(Kumala et al., 2003). O conhecimento prévio sobre a sensibilidade tumoral a
drogas anticancer e sobre os mecanismos moleculares de acédo destas € muito
importante, principalmente no caso de tumores resistentes. Uma terapia do
cancer bem-sucedida deve garantir a erradicacao de todas as células tumorais
clonogénicas do organismo, pois as células cancerosas sofrem diviséo ilimitada e
mesmo uma unica célula pode gerar um clone que originard um tumor. Assim,
torna-se relevante uma avaliacdo da citotoxicidade das drogas antitumorais pelos
ensaios habituais, que também consideram a contagem de células sobreviventes
alguns dias apdés o tratamento, o que possibilita a deteccdo de células
remanescentes que resistiram ao tratamento.

O teste de citotoxicidade com as cinco linhagens de GBM (U87, U251,
U343, T98G e U138) mostrou que o tempo de 24 h nao foi suficiente para
demonstrar a citotoxicidade da TMZ. As linhagens U87, U251, e U343 mostraram-
se mais sensiveis apos 120 h do tratamento, com aproximadamente 50% das
células mortas na menor concentracdo testada (100 uM). Esta sensibilidade é
compativel com o relato de que a linhagem U251 (mutante para TP53) e U87
(proficiente para TP53) (Ishii et al., 1999), ndo apresentam atividade da enzima
MGMT (Hermisson et al., 2006) e também com os resultados da falta de
expressao da mesma, conforme comprovado no ensaio de RT-PCR realizado
nesse estudo. No entanto, a linhagem U343 (proficiente para TP53), embora
sensivel, apresentou expressdo do gene MGMT, ainda n&o relatada na literatura.
Segundo Hermisson et al (2006), células com TP53 selvagem sao mais sensiveis,
facilitando a acao citotoxica da TMZ, enquanto células mutadas para TP53 sao
mais resistentes a apoptose induzida por agentes metilantes. Provavelmente, a
sensibilidade das células U343 a TMZ possa estar relacionada ao status do gene
TP53 ou ainda a outros fatores genéticos ainda nao estudados, sendo que
também seria importante comprovar a atividade da enzima MGMT. No entanto, a
linhagem U251, que ndo expressa a MGMT, foi relativamente sensivel a indugao
de morte celular pela TMZ. A linhagem U138 mostrou-se relativamente resistente,
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com aproximadamente 50% de morte apenas a partir da concentragéo de 400 pM.
Nao foi observado nivel de expressao protéica ou atividade para a enzima MGMT
nessa linhagem (Hermisson et al., 2006), apesar de apresentar RNAm do gene,
como verificado por RT-PCR. Sua resisténcia pode ser justificada por ser uma
linhagem que apresenta um alelo selvagem e outro mutado para o gene TP53
(Ishii et al., 1999).

Uma maior resisténcia foi observada para as células T98G quando avaliada
apos 120 h do tratamento com a TMZ, visto que somente concentracdes elevadas
(400, 800 e 1000 pM) foram capazes de reduzir significativamente as
porcentagens de células sobreviventes, mas com uma reducdo maxima de ~24%.
Esses resultados sdo compativeis com a informacao de que as células T98G sao
altamente resistentes a TMZ, mostrando a atividade da enzima MGMT como
preditor dessa resisténcia (Kanzawa et al., 2004), e a deficiéncia de MMR nao
influenciando nessa resposta (Maxwell et al., 2008).

Assim, no presente trabalho, foi proposto testar se a via BER de reparo do
DNA estaria implicada nos mecanismos de resisténcia a TMZ, com base em
estudos anteriormente publicados na literatura sobre a sensibilizacdo de células
cancerosas a agentes alquilantes por meio da inibicao de proteinas de reparo do
DNA (Madhusudan e Middleton, 2005; Parkinson et al., 2007; Adhikari et al.,
2008; Johannessen et al.,, 2008). O inibidor MX é uma molécula capaz de
bloquear o reparo via BER, reagindo com o grupo aldeido do agucar aciclico ao
lado do sitio AP, gerado apds remocéo enzimatica do nucleotideo danificado, por
DNA glicosilases (Talpaert-Borle e Liuzii, 1983; Liuzzi et al., 1985).

Os aductos N”-metil-G e N°-metil-A sdo as lesdes geradas pela TMZ que
sdo reparadas por BER (Willson, 1998; Denny et al., 1994). A lesdo N’-metil-G
parece ser a alteracdo mais inofensiva, porém N°-meti-A é a lesdo mais
citotdxica, bloqueando a replicacéo e transcricdo, devido ao aberrante grupo metil
projetado dentro do sulco menor da dupla hélice (Barnes e Lindahl, 2004;
Sedgwick, 2004). A glicosilase responsavel pela remocao destas lesdes é a N-
metilpurina-DNA-glicosilase (MPG) ou alquilpurina DNA N-glicosilase (APNG)
(Lindahl 1976; Chakravarti et al., 1991; Barnes e Lindahl, 2004). Células

embrionarias deficientes para MPG mostraram-se sensiveis a agentes alquilantes
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(Engelward et al.,, 1996), sugerindo que a falta de remocédo de aductos pode
aumentar os efeitos citotdéxicos destes agentes.

Como ja mencionado, os aductos N’-metil-G e N3-metil-A compreendem
aproximadamente 80% das lesdes geradas pela TMZ, sendo removidos pelo
reparo via BER (Triverdi et al, 2005), promovendo citotoxicidade se nao
reparados. Assim, a resisténcia celular intrinseca, apresentada por algumas
células de GBM ao tratamento com agentes alquilantes, pode ser devida, em
parte, por um intenso reparo pela via BER.

Nos experimentos de sobrevivéncia celular apds 120 h, as linhagens U87,
U343, U251 e U138 ndo mostraram diferengas estatisticamente significativas
entre os tratamentos com TMZ e TMZ combinada ao inibidor. Este resultado pode
ter sido influenciado de alguma forma pelo status da proteina MGMT (exceto no
caso da U343, que nao se tem conhecimento). A linhagem T98G apresentou uma
reducado estatisticamente significativa na sobrevivéncia, em face ao tratamento
com a TMZ associada a MX, ap6s 120 h, em todas as concentragdes testadas (p
< 0,05). Esse tratamento reduziu o 1Csy (concentragao capaz de eliminar 50% das
células) da TMZ, que era acima de 1000 uyM, também verificado por Kanzawa et
al (2004), para abaixo de 400 uM.

Adicionalmente, o ensaio de sobrevivéncia clonogénica mostrou um efeito
mais acentuado dos tratamentos realizados, visto que a linhagem T98G
apresentou taxas de sobrevivéncia significativamente reduzidas em todos os
tratamentos com a TMZ sozinha ou associada ao inibidor.

O ensaio de sobrevivéncia clonogénica é considerado um teste mais
acurado, pois leva em consideragdo a morte reprodutiva (incapacidade de formar
colénias), que é um importante parametro a ser analisado. Com base nesse
ensaio, a combinacdo de TMZ e MX reduziu o IG5y da TMZ, que foi de
aproximadamente 600 uM, para uma concentracao abaixo de 100 uM, mostrando
que esta associagdo potencializou os efeitos da droga. Este é um dado
interessante, visto que a concentracao plasmatica atingida apds a ingestao deste
quimioterapico € de 50 yM (Hammond et al., 2004). Resposta semelhante foi
observada em células de cancer de célon (Taverna et al.,, 2001; Liu e Gerson,
2004) e de mama (Rinne et al, 2004), em que a TMZ exibiu seus efeitos

citotéxicos aumentados com a inibigao do BER.
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Assim, visando testar a hip6tese de que a via BER pode exercer influéncia
na resisténcia a TMZ, foram realizadas outras andlises para a linhagem T98G,

discutidas a seguir.

5.2 Avaliacao de danos no DNA em células T98G

Para caracterizar as respostas das células T98G ao tratamento com a
TMZ, combinada ou ndo a MX, foi avaliada a indu¢ao de danos no DNA por meio
do Ensaio Cometa, sendo analisados varios tempos de recuperagao. Foi
observado um aumento na porcentagem de DNA na cauda, nos tempos de 2 e 6
h em relacdo as células controles, mas em tempos mais tardios, 12 e 24 h, os
danos no DNA atingiram niveis semelhantes aos do controle, indicando o reparo
das quebras geradas pelo tratamento. Foi anteriormente relatado que 5 horas
apos o tratamento, a TMZ causa o maximo de quebras no DNA (Danson e
Middleton, 2001). Foi possivel observar que a associacao da droga ao inibidor
causou uma maior porcentagem de danos no DNA apéds 2 h, na concentracao de
600 uM, comparativamente ao tratamento com a TMZ sozinha. Porém, estes
danos se equiparam ao controle em tempos maiores. Outros tipos de lesdes, ndo
detectaveis por este método, ou posteriores a estes tempos, podem ter conduzido
as células a morte. Liu et al (2003) também observaram um aumento de 4 vezes
nos danos no DNA apds 2 h, quando as células foram tratadas com a associacao
de BCNU (1,3-bis-(2-chloroethyl)-1-nitrosourea) e MX, porém nao foram avaliados
tempos seguintes.

Em geral, sitios AP sdo rapidamente reparados em células de mamiferos
(Wood, 1996), porém, sitios AP modificados estruturalmente por MX podem
tornar-se toxicos durante a duplicacao do DNA (Loeb, 1985). Além disso, quando
localizados dentro de sitios de clivagem de topoisomerase Il (topo Il), eles podem
atuar como inibidores produzindo um “complexo clivavel”, resultando em quebras
permanentes no DNA e, portanto, sendo substratos suicida, pela acdo dos
sistemas de monitoramento do DNA (Kingma et al, 1995; Wilstermann e

Osheroff, 2001). Tais quebras também podem induzir eventos de recombinacao,
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acarretando a formacado de translocagdes cromossémicas, ou podem ainda
desencadear a morte celular (Ferguson e Baguley, 1996; Liu et al., 1999).

De tal modo como foi observado com BCNU e MX, em tumores
xenograficos (Liu et al.,, 2003) e com TMZ e MX, em células de cancer de célon
(Liu et al, 2002), a ocorréncia de DSBs em tumores conduz a aberragdes

cromossdmicas e a morte por apoptose.

5.3 Avaliacao de morte celular por apoptose

O inibidor MX ligado a sitios AP € resistente a remocao enzimatica por
APE1 (Horton et al., 2000), fazendo com que o acumulo de sitios potencialmente
téxicos (Liu e Gerson, 2004) provoque um aumento nos efeitos citotéxicos da
TMZ, levando a um aumento de SSBs e DSBs, bem como a morte celular (Rinne
et al., 2004; Taverna et al., 2001). Assim, intermediarios de BER nao reparados
sao clastogénicos, atuando como fortes desencadeadores de apoptose (Kaina et
al., 2001).

No presente estudo com as células T98G, verificou-se que a apoptose
ocorreu em todos os tratamentos e tempos avaliados. A combinacdo de TMZ e
MX aumentou significativamente a porcentagem de células apoptéticas, em
relacdo ao tratamento apenas com a TMZ, nos tempos de 48 h (de 19,9% para
35,6%) e 72h (de 24,2% para 47,7%). E possivel que a TMZ tenha induzido sitios
AP que, ndo sendo adequadamente processados, podem ter gerado SSBs e
DSBs, aumentando a citotoxicidade para as células em divisdo, dados
compativeis com os de outros autores (Taverna et al., 2001; Drablos et al., 2004).
Assim, tais quebras, que sao reconhecidamente eventos criticos para a
integridade celular, podem ter desencadeado o processo de apoptose nessas
células.

Resultado semelhante foi observado por Fishel et al (2007) em células de
cancer ovariano, mostrando que a combinacdo de TMZ e MX causou uma
elevagao da apoptose induzida pelo aumento de DSBs. Além disso, evidéncias
experimentais indicaram que concentragbes nao toxicas de MX combinadas com
TMZ, tanto para células de cancer de célon proficientes como deficientes para
MMR, resultaram em um significativo efeito antitumoral, e que o gene TP53 nao
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foi requerido para conduzir as células a morte por apoptose, observada em 46 a
50% das células (Liu et al., 2002). Outro trabalho mostrou que a combinacao de
MX e manumicina-A, um inibidor da rasfarnesiliransferase (recentemente
conhecido como indutor de espécies reativas do oxigénio - ROS), resultou em
uma maior inducao de apoptose em células leucémicas (She et al., 2005).

Foi também avaliado no mesmo ensaio a porcentagem de células
necréticas, ndo sendo observadas diferencas significativas entre o tratamento
somente com a TMZ e o combinado (TMZ + MX), indicando que a necrose nao
contribuiu para a indugdo de morte celular por esses agentes. Em células de
glioma, foi relatado que a TMZ induziu um bloqueio em G2/M do ciclo celular
dependente de TP53 seguido por senescéncia, ou ainda uma via independente de
TP53, conduzindo a catastrofe mitética (Hirose et al., 2001). Em outro estudo, foi
sugerido que a TMZ induz autofagia, mas nao apoptose (Kanzawa et al., 2004).
Mais recentemente, Roos et al (2007) mostraram que células de glioma sofrem
apoptose dependente da concentracdo e tempo de tratamento com agentes
metilantes, e que esta € dependente do status de TP53 (selvagem ou mutado).
Segundo esses mesmos autores, células de glioma mutadas para TP53, sofrem
apoptose via mitocdndrial, antecedida do declinio de BCL-2 e ativacdo de
caspase-9 e 3. Entretanto, células com TP53 selvagem sofrem apoptose via
receptor Fas/CD95/Apo-1, com ativacao de caspase-8.

Neste trabalho, a TMZ causou uma consideravel inducao (35,6%) de morte
apoptética nas células T98G, sendo que no tratamento associado a MX, houve
um aumento para 47,7%. Entretanto, outros tipos de morte celular podem estar
envolvidos na eliminagao celular apds tratamento com TMZ + MX, visto que no
ensaio de sobrevivéncia clonogénica, as fracdes de sobrevivéncia foram

reduzidas a 18,2% na concentracdo de 600 uM de TMZ associada a MX.

5.4 Expressao génica e protéica

Estudos pré-clinicos em modelos experimentais demonstraram que a
modulagao da via de reparo BER esta associada ao aumento da sensibilidade a
agentes alquilantes (Madhusudan e Hickson, 2005). Células DT40 deficientes
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para FEN1 (Matsuzaki et al., 2002), células de hamster mutantes para XRCC1
(Op het Veld et al., 1998) e fibroblastos humanos deficientes em LIG1 (Teo et al.,
1983) foram sensiveis a agentes metilantes, sugerindo que N-metilagdes sao
téxicas quando nado reparadas ou quando reparadas de modo impreciso. Esses
resultados demonstram que a via BER é potencialmente interessante como alvo
de intervengéo terapéutica.

O gene APE1, também conhecido como APEX1 ou APE1/REF-1,
localizado no cromossomo 14q11.2-q12, codifica uma proteina envolvida no
reparo via BER e na regulacdo da expressdo génica como um co-ativador redox
de diferentes fatores de transcrigéo, tais como TP53 e AP-1 (Tell et al., 2005). No
presente trabalho, uma elevada expressao de APE1 foi observada nas células
nao tratadas, conforme observado por outros autores, que relataram um aumento
da sua atividade como caracteristica da gliomagénese humana,
concomitantemente com sua expressao protéica em células em proliferacéo,
refletida em parte, como uma resposta ao aumento do metabolismo oxidativo
(Bobola et. al., 2001).

A andlise da expressao transcricional do gene APET indicou uma falta de
inducéo da expressao desse gene nas células tratadas (TMZ e TMZ + MX), sendo
que os valores de expressado basal desse gene foram relativamente elevados nos
controles; isto pode ser resultado da necessidade da atividade de APE1 durante a
proliferacao celular, bem como do metabolismo oxidativo, conforme sugerido por
Bobola et al. (2001). Entretanto, as células tratadas somente com TMZ
apresentaram uma expressao aumentada da proteina APE1 em todos os tempos
analisados, relativamente ao tratamento combinado (TMZ + MX), indicando que
muito provavelmente essa proteina deva ter sido requerida em resposta a
geracao de sitios AP causada pela TMZ. A expressao transcricional do gene
APE1 possivelmente deve ter ocorrido anteriormente em tempos precoces.
Quando a TMZ foi associada ao inibidor, a expressao foi reduzida para todos os
tempos, indicando a possivel agdo do inibidor MX, provavelmente no sentido de
bloquear os sitios AP, impedindo o acesso de APE1. Em apoio a essa suposi¢ao,
foi demonstrado que os sitios AP bloqueados por MX sdo pobres substratos para
esta proteina (Liu et al, 1999, 2002). Segundo alguns autores, APE1 foi

provavelmente responsavel pelo aumento na sensibilidade a agentes
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quimioterapicos, sob condicbes de inibicdo da sua expressdao por siRNA em
osteosarcoma (Wang et al., 2004), bem como em células de glioma proficientes e
deficientes para MGMT transfectadas com oligonucleotideos antisense para seu
RNAm (Silber et al., 2002).

No presente trabalho, a analise de expressado protéica de FEN1 revelou
que esta se expressou em todas as condi¢des testadas, em todos os tempos de
analise, sendo que um maior nivel de expressado basal foi verificado para as
células ndo tratadas. Essa expressdo parece ser compativel com o estado
proliferativo das células, posto que esta enzima € muito importante para a propria
duplicacdo do DNA, principalmente no processamento de fragmentos de Okazaki.
(Rumbaugh et al., 1999; Warbrick et al., 1998). Por outro lado, as células tratadas
com a TMZ + MX e somente MX mostraram uma expressao transcricional
reduzida do gene FENT1, 24 e 48 h ap6s o tratamento, sendo esse resultado
compativel com a expressao protéica reduzida observada nos tempos de 48 e 72
h, comparadas as células tratadas somente com a TMZ. Assim, foi observado um
efeito do inibidor MX na expressdo de FEN1, supostamente pela inibicdo de
proteinas da via BER, posteriores a remocgao de sitios AP. Este evento pode ter
acarretado um menor requerimento de FEN1, embora néo tenha sido verificada
correlacao de sua expressao com o reparo no DNA (Warbrick et al., 1998).

Também foi observado no presente trabalho que o inibidor MX testado
isoladamente foi capaz de modular a expressao de APE1 e FEN1, porém, essas
alteragbes ndo causaram efeitos observados ao nivel celular (morte celular), bem
como danos no DNA. Conforme ja mencionado, o dano oxidativo basal pode ter
sido responsavel em parte pela modulacdo da expressdao desses genes, sendo
esse efeito incrementado pela agao de MX.

FEN1 é uma proteina nuclear que esta associada a PCNA e polimerase a
(Pol a) em foci de duplicacdo (Warbrick et al., 1998), sendo essencial para o LP-
BER que também envolve PCNA (Klungland e Lindahl, 1997; Kim et al., 1998).
Interessantemente, a proteina APE1 participa tanto da SP-BER como da LP-BER,
enquanto que FEN1 participa da LP-BER. A decisdo para proceder a uma ou
outra via alternativa de BER é pouco entendida. Varias hipéteses existem para
esta escolha e uma delas é que a SP-BER seja dependente da concentracao
relativa de ATP proxima ao sito AP, ao contrario da LP-BER (Petermann et al.,
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2003). Um segundo estudo sugere que a decisdo pode ser tracada pelo
intermediario 5°-dRP produzido pela atividade AP endonuclease (Klungland e
Lindahl, 1997; Robertson et al., 2009). Isso sugere que as duas vias podem ter
sido comprometidas pela reducdo na expressao dessas proteinas em face ao
tratamento combinado de TMZ e MX.

Na via BER, a proteina PCNA estd envolvida na via longa (Klungland e
Lindahl, 1997). Ela é identificada como um fator de processividade para as
polimerases no DNA replicativo (Waga et al., 1994a), sendo considerada como
marcador de proliferacao celular. Entretanto, a sua expressao pode ser induzida
por danos no DNA (Hall et al., 1993) e seus niveis podem ser elevados em células
que nao estdo em proliferacao (Hall et al., 1990; 1994). No presente trabalho,
observou-se um aumento da expressdao de PCNA no tratamento combinado em
relagdo ao tratamento somente com a TMZ nos tempos de 24 e 48 h, indicando
que a sua inducdo tenha ocorrido em resposta aos danos no DNA e que estes
ocorreram logo apds a primeira duplicacdo posterior ao tratamento. O inibidor
testado isoladamente ndo causou mudancas marcantes na expressao protéica de
PCNA, nem alteragdes nos niveis de danos no DNA e morte celular.

A interagdo de PCNA com quinases envolvidas na maquinaria do ciclo
celular sugere que esta possui um papel regulatério na progressao do ciclo
celular. Além disso, tem sido demonstrado que PCNA é um componente
fundamental de diversas vias de reparo do DNA, tais como NER (nucleotide
excision repair), BER e MMR (revisado em Balajee e Geard, 2001; Maga e
HUbscher, 2003). Assim, PCNA é um fator de “processividade” necessario para
promover a sintese de DNA, com fungdes criticas durante a duplicagcdo e na
tolerancia ao dano (Chang et al., 2006; Wood et al., 2007); essas funcbes
dependem da sua interacdo com muitas outras proteinas relacionadas a
metilagdo do DNA, regulacao do ciclo celular, metabolismo da cromatina, coesao
entre cromatides-irmas e apoptose, além do papel central na regulacdo de
atividades de reparo e duplicacdo do DNA nas células normais.

Os resultados obtidos quanto a expressdo aumentada de PCNA nas
células tratadas com a TMZ combinada a MX nao descartam a possibilidade de
que os efeitos da combinacdo possam ter ocorrido em termos de indugdo de
bloqueio no ciclo celular, ou outras vias de reparo que sao associadas a uma
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elevacao nos niveis de expressdao de PCNA, sendo que isso requer estudos
adicionais.

O gene XRCC1 também foi estudado no presente trabalho. Sua proteina
nao possui atividade enzimatica, porém, inicia um papel principal na coordenacao
do BER e reparo de quebras simples. Primeiramente, foi demonstrado que
XRCC1 interage com pol B e LIG3a (Kubota, 1996). Posteriormente, foi
demonstrada a sua interagdo com outras proteinas participantes de estagios
iniciais do BER (DNA glicosilases, APE1, PARP1 e 2) (Caldecott et al., 1996;
Marsin et al.,, 2003; Campalans et al., 2005). Na verdade, estas associacdes
sugerem que XRCC1 atua como uma proteina scaffold durante o reparo de danos
no DNA por BER (Masson at al., 1998).

Neste trabalho, foi observada uma inducao da expressao transcricional do
gene XRCC1 em todos os tratamentos e tempos analisados (exceto uma leve
repressdao no tratamento com TMZ/24 h), possivelmente pelo fato deste gene
interagir com as proteinas anteriormente mencionadas. A proteina XRCC1 € uma
das primeiras a serem recrutadas no sitio de corte gerado pela acédo de
glicosilases e/ou endonuclease AP no SP-BER (Kubota, 1996). Deste modo, os
cortes no DNA e/ou quebras nao reparadas, podem ter induzido a transcrigcéo
deste gene. Tentori et al. (1999) observaram uma elevacdo na expressao desse
gene em células Jurkat tratadas com TMZ associada a um inibidor de PARP,
assim correlacionando a re-sintese de XRCC1 com a persisténcia de quebras no
DNA.

Embora esses dados isolados de expressdo transcricional e protéica
mostrem a modulacédo desses genes, é importante ressaltar que, como em outras
vias, o reparo BER é regulado também por modificagdes pods-traducionais que
alteram as afinidades de ligacao, taxa de turnover e localizacao subcelular, além
da formacao de complexos de proteinas (Fan e Wilson, 2005; Almeida e Sobol,
2007). Mas de forma geral, os resultados mostraram que realmente a via BER
deve estar implicada nos mecanismos de respostas aos tratamentos efetuados.

De uma forma geral, é interessante ressaltar que a modulacdo do BER foi
um evento que se sobressaiu ao reparo MGMT nas células T98G, indicando que
lesdes N'-metil-G e N*-metil-A sdo também téxicas se ndo reparadas. MGMT e
TP53 sao relatados serem os principais fatores de resisténcia no tratamento de
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tumores (Roos et al, 2007), entretanto um eficiente BER possivelmente também
contribui para esta resisténcia, pelo menos em células com atividade da enzima
MGMT e mutadas para TP53, como é o caso da linhagem T98G.

A modulacao da via BER por MX constitui uma informagéo interessante em
células que expressam MGMT, pelo fato de que mais de 50% dos gliomas
humanos apresentam atividade detectavel desta enzima (Silber et al, 1999;
Zawlik et al., 2009), consistindo no principal fator de resisténcia ao tratamento. Os
resultados do presente estudo poderdo direcionar para o estabelecimento de
estratégias terapéuticas mais eficazes com o emprego de agentes alquilantes, tais
como a TMZ, associados ao inibidor de reparo da via BER (MX), na expectativa
de contornar os mecanismos de resisténcia desses tumores, pela obtengdo de um

efeito sinérgico.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos sobre as respostas das células GBM ao tratamento
com o quimioterapico TMZ em combinagdo a MX (inibidor de reparo via BER),
possibilitaram as seguintes conclusées, em termos de sobrevivéncia celular e
clonogénica, danos no DNA, inducdo de morte por apoptose e andlise de
expressao génica e protéica:

1. Os ensaios de citotoxicidade demonstraram que as células GBM
U343MG-a, U87MG, U251MG, e U138MG se mostraram sensiveis aos
tratamentos com a TMZ, com aproximadamente 50% das células mortas na
menor concentragdo testada, apo6s 5 dias do tratamento. Entretanto, a linhagem
T98G foi a mais resistente. Esses dados sugerem que a atividade de MGMT e o
status do gene TP53 (mutado) parecem ser determinantes na resisténcia dessas
células ao tratamento com a TMZ, requerendo estudo adicional com uma
linhagem proficiente para MGMT e com TP53 selvagem.

2. No tratamento associado (TMZ + MX), apenas a linhagem T98G
apresentou diferencgas significativas (p < 0,05) entre os tratamentos. Na avaliacéao
da capacidade de formacao de col6nias, nessas células, o tratamento combinado
ao inibidor MX reduziu o ICso da TMZ, de 600 uM para uma concentracao abaixo
de 100 uM.

3. Os tratamentos (TMZ e TMZ + MX) causaram uma inducao de danos no
DNA dependentes da concentracdo e tempo na linhagem T98G. O tratamento
combinado causou uma maior porcentagem de danos no DNA apéds 2 h do
tratamento com 600 uM de TMZ, sendo que nos tempos de 12 e 24 h os valores
atingiram niveis basais. Outros tipos de lesdes, nao detectaveis pelo método aqui
avaliado (Ensaio Cometa), ou posteriores a estes tempos, podem ter contribuido
para a eliminacao das células.

4. Uma inducédo maior de apoptose foi verificada no tratamento associado
(TMZ + MX), comparado ao tratamento com a TMZ sozinha. Entretanto, os
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indices elevados de apoptose nao justificam completamente a reducao na
sobrevivéncia clonogénica destas células, indicando que outras formas de morte

podem ter ocorrido.

5. Os genes APE1 e FEN1, ambos envolvidos no reparo pela via BER
mostraram-se modulados nos tratamentos combinados, com tendéncia a uma
reducao de expressao, tanto de seus transcritos, quanto de suas proteinas. Estes
resultados indicam um possivel bloqueio do acesso de APE1 aos sitios AP
gerados pela TMZ (causado pelo inibidor MX), bem como um bloqueio
downstream de proteinas de reparo implicadas na via BER, a qual inclui FEN1.

6. A expressdao levemente aumentada da proteina PCNA nas células
tratadas com a TMZ combinada a MX sugere que os efeitos da combinagéo
podem ter induzido um bloqueio no ciclo celular, ou outras vias de reparo que séo
associadas a uma elevacao nos niveis de expressao de PCNA, o que merece ser
ainda investigado.

7. A expressao do gene XRCC1 em todos os tempos e tratamentos (exceto
no tempo de 24 h, no tratamento com a TMZ) sugere que este tenha sido induzido

em decorréncia dos cortes gerados por uma glicosilase e/ou quebras no DNA.

8. Em conjunto, os resultados mostram que a modulagédo da via de reparo
BER por MX apresenta um consideravel potencial em termos de aumentar a
eficacia terapéutica da TMZ em tumores GBM, cujas células apresentam
proficiéncia para enzima MGMT.
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