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RESUMO 
 
Carminati, P.O. Mecanismos envolvidos nas respostas celulares ao antitumoral cisplatina 
associado ao inibidor de PI3K (LY294002) em linhagens de glioma. 2009. Tese 
(Doutorado) – Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, São 
Paulo, 2009.  
 

Os gliomas malignos são os tumores primários do sistema nervoso central mais 

comuns, sendo os mais agressivos e mais difíceis de serem tratados. Dessa maneira, novas 

estratégias de tratamento, buscando aumentar a taxa de indução de morte celular, têm sido 

investigadas. Neste estudo, foram analisadas as respostas celulares ao tratamento com a 

cisplatina, associada ou não ao LY294002 (inibidor da família de proteínas PI3K e DNA-PK) 

em células de glioma, linhagens U343, U87 (ambas proficientes para TP53), além de MO59K 

e MO59J (proficiente e deficiente para DNA-PK, respectivamente). Os resultados mostraram 

que a cisplatina causou uma grande diminuição na porcentagem de células sobreviventes 

(linhagens U343 e U87), sendo que o LY294002 aumentou o efeito da cisplatina. As células 

U343 sofreram apoptose em resposta à cisplatina e cisplatina+LY294002, o que não foi 

observado nas células U87. Também foi detectado um leve bloqueio em S nas células U343 

após o tratamento com a cisplatina. A linhagem MO59K foi resistente à cisplatina em 

comparação à MO59J, sendo observado um bloqueio na fase S do ciclo celular nas células 

MO59K. A análise dos níveis de expressão protéica revelou que TFIIHp80 (função associada 

ao reparo do DNA) foi expressa em todos os tratamentos empregados. PCNA (duplicação e 

reparo do DNA) se expressou em todas as condições testadas (U343), apresentando um 

aumento de expressão dependente da concentração nas células MO59K após o tratamento 

com a cisplatina, condizente com o bloqueio em S. Por outro lado, não houve uma alteração 

na expressão de PCNA nas células MO59J. A expressão de SAPK/JNK apresentou níveis 

basais nas células não tratadas. As proteínas envolvidas na percepção e sinalização dos danos 

induzidos no DNA (como ATR, CHK1 e TP53) apresentaram uma maior expressão nas 

amostras tratadas com cisplatina e cisplatina+LY294002. Adicionalmente,  verificou-se a 

formação de foci de γH2AX nas células tratadas com cisplatina e cisplatina+LY294002, 

condizente com a geração de DSBs pela cisplatina como lesões secundárias. A análise da 

expressão gênica por cDNA microarrays mostrou 108 genes significativamente modulados 

(28 induzidos e 80 reprimidos) pelo tratamento com cisplatina; 274 genes (94 induzidos e 180 

reprimidos) modulados pelo tratamento com cisplatina+LY294002, e 33 genes (6 induzidos e 

27 reprimidos) modulados por LY294002. O tratamento combinado causou uma maior 

alteração transcricional nas células U343 relativamente aos demais tratamentos (cisplatina ou 

LY294002). Os genes modulados estão relacionados principalmente com os processos de 
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reparo do DNA (RAD51D, RAD52, ATR, NBS1 e PRKDC), apoptose (FOXO3A, CASP8AP2, 

BIRC2, CAV1 e DUSP22), controle do ciclo celular e proliferação (CDC14A, SESN1, SRPK2, 

EGFR e MAPK6), e adesão celular (CDH13, ADAM12, SPP1 e STOML2). O gene PRKDC, o 

qual codifica a DNA-PK, foi reprimido nas células tratadas com cisplatina+LY294002 e 

LY294002, confirmando o efeito inibitório do LY294002. Os padrões de expressão de alguns 

genes (PRKDC, DUSP22, FEN1, BTG2, CAV1 e RAD52) por PCR em tempo real foram 

similares aos perfis de expressão gerados pelo método de microarrays. Em conclusão, os 

resultados apresentados demonstraram que LY294002 associado à cisplatina aumentou os 

efeitos causados pela droga sozinha,  fato que pode ser devido à inibição de DNA-PK, a qual 

está envolvida no reparo NHEJ (non-homologous end joining). Os resultados obtidos também 

indicam que a DNA-PK é um determinante crítico da sobrevivência celular após exposição à 

cisplatina, e a falta de um bloqueio em S nas células MO59J é provavelmente responsável 

pelo aumento de morte celular após o tratamento com a cisplatina. O presente estudo sugere 

que a DNA-PK constitui um alvo terapêutico eficiente para sensibilizar as células de glioma à 

cisplatina. 

   

Palavras-chave: glioma, cisplatina, LY294002, reparo do DNA, expressão gênica 
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ABSTRACT 
 
Carminati, P.O. Mechanisms involved in cellular responses to cisplatin associated with 
LY294002 (an inhibitor of PI3K) in glioma cell lines. 2009. Tese (Doutorado) – Faculdade 
de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2009.  
 

Malignant gliomas are the most common primary tumors of the central nervous system, being 

among the most aggressive and difficult to treat. Thus, new treatment strategies, seeking to 

increase the rate of cell death, have been investigated. In this study we analyzed the cellular 

responses to cisplatin, combined or not with LY294002 (an inhibitor of PI3K protein family 

and DNA-PK) in glioma cell lines, U343 and U87 (both TP53 proficient) and MO59K and 

MO59J (proficient and deficient for DNA-PK, respectively). The results showed that cisplatin 

caused a large decrease in the percentage of surviving U343 and U87 cells, and that 

LY294002 increased the effect of cisplatin. U343 cells were capable of undergoing apoptosis 

in response to cisplatin and cisplatin + LY294002, which was not observed for U87 cells. We 

also observed a slight S-phase arrest in U343 cells after cisplatin treatment. MO59K cells 

were resistant to cisplatin compared to MO59J cells, and a marked S-phase arrest was seen in 

MO59K cells. Analysis of protein expression levels revealed that TFIIHp80 (associated with 

DNA repair) was expressed in all treatments. PCNA (replication and DNA repair) protein was 

expressed in all conditions tested (U343) and an increased expression in a dose-dependent 

manner was seen for MO59K cells, consistent with the S-phase blockage. Moreover, there 

was no change in the expression of PCNA in MO59J cells. The expression of SAPK/JNK 

showed basal levels in untreated cells, while the expression of proteins involved in the 

perception and signaling of DNA damage (such as ATR, CHK1 and TP53) showed increased 

levels in cells treated with cisplatin and cisplatin + LY294002. Additionally, the formation of 

γH2AX foci in cells treated with cisplatin and cisplatin + LY294002 was consistent with the 

generation of DSBs (secondary DNA lesions) by cisplatin. Analysis of gene expression by 

cDNA microarrays showed 108 significantly modulated genes (28 up-regulated and 80 down-

regulated) by treatment with cisplatin; 274 genes (94 up-regulated and 180 down-regulated) 

with cisplatin+LY294002 treatment and 33 genes (6 up-regulated and 27 down-regulated) 

with LY294002 treatment. The combined treatment caused a greater transcriptional change in 

U343 cells compared to cisplatin or LY294002 treatments, as seen by the large number of 

modulated genes. These genes are mainly related to DNA repair (RAD51D, RAD52, ATR, 

NBS1 and PRKDC), apoptosis (FOXO3A, CASP8AP2, BIRC2, CAV1 and DUSP22) cell cycle 

control and proliferation (CDC14A, SESN1, SRPK2, EGFR and MAPK6) and cell adhesion 

(CDH13, ADAM12, SPP1 and STOML2). PRKDC gene, which encodes DNA-PK, was found 
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down-regulated in cells treated with cisplatin+LY294002 and LY294002, thus confirming the 

inhibitory effect of LY294002 on the expression of DNA-PK. The expression patterns of few 

genes by real-time PCR were also confirmed using the same RNA samples analyzed by the 

microarray method. In conclusion, the present results demonstrated that LY294002 combined 

to cisplatin enhanced the effects caused by the drug alone. This effect might be also due to the 

inhibition of DNA-PK, which is involved in NHEJ (non-homologous end joining) repair. Our 

results also indicates DNA-PK as a critical determinant of cell survival after cisplatin 

treatment and the lack of S-phase arrest in MO59J cells is presumably responsible for the 

increased cell death after cisplatin exposure. The present study suggests the possibility that 

DNA-PK can be an effective therapeutic target for sensitizing human gliomas to cisplatin. 

 

Keywords: glioma, cisplatin, LY294002, DNA repair, gene expression 
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1. Introdução 

 

Os gliomas primários constituem um dos maiores desafios da oncologia 

contemporânea. Embora novas modalidades de terapias tenham apresentado certo impacto no 

tratamento de muitos outros tipos de câncer, a sobrevivência de pacientes com gliomas 

malignos não tem se alterado por décadas. A incidência desse tipo de tumor é de 5 a 10 a cada 

100.000 pessoas, mas tem aumentado na população de idade mais avançada (Rich e Bigner, 

2004). 

Os gliomas malignos são os mais comuns tumores primários do sistema nervoso 

central (SNC), perfazendo 78% de todos os tumores do SNC em adultos (Noda et al., 2009). 

Esses tumores estão entre os mais agressivos e mais difíceis de se tratar. Apesar dos modernos 

tratamentos com cirurgia, radioterapia e quimioterapia, o prognóstico dos pacientes com 

glioblastoma multiforme permanece ruim, com uma sobrevivência média de 

aproximadamente 12 meses. Dado que a remoção cirúrgica completa não é alcançada, terapias 

adjuvantes possuem um importante papel no tratamento desses tumores (Furnari et al., 2007; 

Wong et al., 2007). 

A Organização Mundial de Saúde classifica os gliomas em quatro graus baseados em 

características histológicas. Astrocitomas pilocíticos (grau I) são tumores relativamente 

benignos (>80% dos pacientes sobrevivem >20 anos após o diagnóstico) que geralmente 

ocorrem em crianças e adultos jovens. O tratamento desses tumores é por meio de cirurgia. Os 

astrocitomas difusos ou de baixo grau (grau II) são tumores de células bem diferenciadas que 

crescem vagarosamente, mas invadem difusamente as estruturas cerebrais normais. A 

sobrevivência é altamente variável, com uma média de 5 a 10 anos. Já os gliomas malignos ou 

de alto grau incluem os astrocitomas anaplásicos ou oligodendrogliomas anaplásicos (grau III) 

e glioblastomas (grau IV), os quais possuem histopatologia característica, definida pela 

presença de mitoses, núcleo e células atípicas e, nos glioblastomas, proliferação 

microvascular e necrose (Rich e Bigner, 2004). 

Há muitas razões relacionadas ao mau prognóstico dos glioblastomas. Em primeiro 

lugar, embora as metástases sejam raras, as células de glioma se infiltram extensivamente no 

parênquima cerebral circundante, desse modo limitando a remoção total por meio de cirurgia. 

Em segundo, a barreira hemato-encefálica consiste em um obstáculo para o fluxo adequado de 

agentes quimioterapêuticos para os tumores cerebrais. E em terceiro lugar, os glioblastomas 

são refratários à maioria dos agentes anticâncer, sendo as respostas ocasionais freqüentemente 

de curta duração acompanhadas de um rápido desenvolvimento de resistência ao tratamento, 
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uma conseqüência direta da transformação genética e heterogeneidade tumoral características 

desses neoplasmas (Stupp et al., 2007). 

Uma das características mais conhecidas dos gliomas é a considerável heterogeneidade 

em termos de patologia e alterações genéticas, mesmo dentro de uma única amostra tumoral. 

Apesar desta heterogeneidade, há algumas alterações genéticas que são freqüentemente 

observadas. Por exemplo, mutações no gene TP53 e superexpressão dos ligantes e receptores 

do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) são freqüentemente observadas em 

astrocitomas de baixo grau. A progressão para astrocitomas anaplásicos é marcada pelo 

acúmulo de outras anormalidades genéticas, como alterações nas vias regulatórias do ciclo 

celular, especialmente aquelas associadas com os genes retinoblastoma, p16INK4a ou pRB1 

(retinoblastoma susceptibility locus 1), ou com a amplificação ou superexpressão do gene 

CDK4 e HDM2. Os glioblastomas secundários estão associados com a deleção do 

cromossomo 10, o qual inclui o gene supressor de tumor PTEN (Sathornsumetee e Rich, 

2006; Ohgaki e Kleihues, 2005; Noda et al., 2009).  

Entretanto, a maioria dos glioblastomas é diagnosticada sem um tumor de baixo grau 

antecendente, sendo conhecidos por glioblastoma primário. Estes compartilham muitas 

alterações genéticas similares com os glioblastomas secundários, tais como perda de PTEN,  

deleção ou mutação em p16INK4a, e a amplificação de HDM2 ou CDK4. Por outro lado, há 

muitas alterações moleculares que distinguem os glioblastomas primários dos secundários.  A 

característica marcante dos astrocitomas de baixo grau e, como conseqüência, dos 

glioblastomas secundários, inclui a perda de TP53, enquanto os glioblastomas primários 

freqüentemente possuem amplificações do receptor do fator de crescimento epidérmico 

(EGFR), geralmente não vista nos glioblatomas secundários (Kleihues et al., 1999; Noda et 

al., 2009). 

 

1.1. Via de sinalização PI3K (Fosfatidilinositol 3-quinase) 

 

A resistência natural dos glioblastomas à radioterapia e quimioterapia é atribuída, pelo 

menos parcialmente, à via de sinalização PI3K/AKT. A atividade de PI3K/AKT é 

freqüentemente elevada em tumores cerebrais devido a uma estimulação excessiva por 

receptores de fator de crescimento e Ras (Lefranc et al., 2008). A ativação da via PI3K está 

associada ao aumento do grau tumoral, aos níveis diminuídos de apoptose e a uma resposta 

adversa à terapia em pacientes portadores de glioblastoma. PI3K é uma quinase lipídica que 

promove diversas funções biológicas incluindo proliferação celular, sobrevivência e 
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motilidade. A perda do PTEN é uma característica genética comum em glioblastomas que 

leva a uma ativação constitutiva da via PI3K. Uma vez ativada, PI3K fosforila vários efetores 

downstream, incluindo AKT, que regula o crescimento celular, proliferação e apoptose 

(Sathornsumetee et al., 2007).  

A via PI3K tem atraído muita atenção nos últimos anos pois ela abrange alvos 

considerados promissores para a o desenvolvimento de novas drogas para a terapia do câncer, 

sendo que uma série de inibidores de PI3K estão atualmente em desenvolvimento (Opel et al., 

2008). Esse fato parece ter uma importância particular para os glioblastomas à medida que 

esses tumores evoluíram mecanismos alternativos de resistência ao tratamento, então a terapia 

baseada em apenas um agente poderia não atingir toda a população de células tumorais 

(Westhoff et al., 2009). Alterações na via PI3K têm um papel importante em vários tumores, 

incluindo glioblastomas, nos quais a correlação entre a atividade dessa via com uma resposta 

clínica adversa e redução da apotose já foi mostrada (Chakravarti et al., 2004).  

PI3K é uma rede de sinalização altamente complexa e ramificada que pode ativar 

numerosos efetores (Westhoff et al., 2009). De particular interesse neste contexto é a 

interação desta via e drogas anticâncer, uma vez que muitas drogas agem danificando direta 

ou indiretamente o DNA, o qual, por sua vez, leva à ativação de vias de resposta ao dano 

(Christmann et al., 2003). Por exemplo, o reparo do tipo NHEJ (non-homologous end joining) 

é ativado por DSBs (double strand breaks), e muitas proteínas envolvidas nesta via de reparo 

são geneticamente e estruturalmente similares à PI3K, tais como ATM e ATR, e 

provavelmente mais impressionantemente DNA-PK (Westhoff et al., 2009). Esta proteína é 

responsável pela remoção de extremidade de DNA no local da quebra, um processo essencial 

para o início do reparo. 

Inibidores de PI3K como wortmanina e LY294002 são comumente utilizados para 

inibir a proliferação das células cancerosas e o crescimento tumoral, sensibilizando as células 

tumorais ao tratamento com drogas e radiação (Jiang e Liu, 2007). LY294002 (um derivado 

de flavonóide) é um potente inibidor de quinases PI3K (Vlahos et al., 1994; Osaki et al., 

2004; Bar, et al., 2005; Yamaguchi et al., 2006), frequentemente usado in vitro e apresenta 

propriedades anti-proliferativa e pró-apoptótica (Osaki et al., 2004; Nakamura et al., 2005; 

Fujiwara et al., 2006). Embora o LY294002 sozinho possa inibir a proliferação celular e/ou 

induzir apoptose nas células cancerosas através da inibição da via PI3K, o seu efeito pode ser 

adicionalmente aumentado pela radio ou quimioterapia (Osaki et al., 2004; Nakamura et al., 

2005; Ohta et al., 2006). LY294002 é também considerado um inibidor de DNA-PK com 

eficiência comparável àquela observada para a inibição de PI3K (Kong et al., 2009). 
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Enquanto DNA-PK foi inibida por LY294002, as outras proteínas sensoras de dano no DNA, 

ATM e ATR, permaneceram ativas (Stiff et al., 2004). 

Ohta et al. (2006) mostraram que a inibição da via PI3K/AKT aumentou a capacidade 

da cisplatina, tanto em inibir o crescimento tumoral, quanto em induzir apoptose in vivo. 

Inibidores de PI3K/AKT em combinação com o antitumoral cisplatina podem constituir uma 

estratégia terapêutica mais eficaz que o tratamento com um único agente. Nakamura et al. 

(2005) demonstraram que o tratamento com LY294002 em células de glioma U251MG 

induziu citotoxicidade de forma sinérgica quando combinado com a radiação ionizante. Os 

resultados de Fujiwara et al. (2006) indicaram que o tratamento com LY294002 aumentou 

seletiva e marcadamente a apoptose induzida por doxorrubicina em células tumorais. Fujiwara 

et al. (2007) mostraram que LY294002 aumentou significativamente a morte cellular induzida 

pelo agente vincristina em células tumorais nas quais a via PI3K/AKT está constitutivamente 

ativada (linhagens de glioblastoma A172 e T98G; adenocarcinoma de próstata LNCaP, e de 

carcinoma de bexiga T24). 

Em particular, dado que a via PI3K é um importante regulador da sobrevivência 

celular durante estresse, e que as células tumorais freqüentemente existem em ambientes 

intrinsecamente “estressantes” (com suprimentos limitados de oxigênio e nutrientes e baixo 

pH), espera-se que o bloqueio específico dessa via de sinalização possa gerar um efeito 

sinérgico em associação com agentes que aumentam o estresse celular, tais como drogas e 

radiação (Hennessy et al., 2005; Fujiwara et al., 2007). Em suporte a esta suposição, sabe-se 

que o bloqueio da via PI3K/AKT levou a uma sensibilização de vários tipos de células 

tumorais à morte celular por apoptose induzida por uma variedade de drogas anticâncer, como 

etoposide, paclitaxel, gencitabina e doxorrubicina. Entretanto, os mecanismos moleculares 

envolvidos na indução de apoptose pela combinação de um inibidor de PI3K/AKT e agentes 

antitumorais ainda permanecem desconhecidos (Fujiwara et al., 2007; Sakamoto-Hojo e 

Balajee, 2008).  

 

1.2. Cisplatina  

 

Enquanto novas terapias do câncer estão sendo desenvolvidas baseadas nos recentes 

avanços da biologia celular e molecular, os agentes causadores de danos no DNA, como a 

radiação ionizante e a cisplatina, continuam a ter um papel de destaque no tratamento do 

câncer (Cruet-Hennequart et al., 2008). A cisplatina é um agente quimioterápico descoberto 

em 1970 como um inibidor do crescimento de E. coli (Rosenberg et al., 1969). O benefício 
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clínico da cisplatina como um agente quimioterápico foi reconhecido há mais de 30 anos. A 

quimioterapia baseada em cisplatina mostrou-se eficaz contra câncer de testículo, ovário, 

esôfago, carcinoma de bexiga, mama, cabeça, pescoço e pulmão (Kartalou e Essigmann, 

2001; Chaney et al., 2004; Brabec e Kasparkova, 2005; Kim et al., 2005; Wang e Lippard, 

2005) sendo também utilizada para o tratamento de gliomas (Massimino et al., 2002; Diaz et 

al., 2005; Silvani et al., 2009; Zustovich et al., 2009).  

Uma vez dentro da célula, a cisplatina sofre reações aquosas, convertendo-se em uma 

molécula positivamente carregada e altamente reativa, que interage com o DNA para formar 

os diversos tipos de aductos (Wang e Lippard, 2005). Diferentes tipos de lesões podem ser 

formadas nas bases do DNA: crosslinks intracadeia e crosslinks intercadeia. Quase todos os 

crosslinks são intracadeia, sendo a maioria crosslinks do tipo 1,2-d(GpG). Lesões adicionais 

no DNA incluem os crosslinks intercadeia (ICL) (Rabik e Dolan, 2006). Os crosslinks 

intracadeia são os aductos mais abundantes formados, enquanto que os crosslinks intercadeia 

são lesões menos frequentes, mas consideradas altamente citotóxicas (Brozovic et al., 2009).  

Os crosslinks destorcem a dupla fita de DNA, interferindo com a duplicação e/ou 

transcrição, resultando em dano no DNA que leva a um bloqueio no ciclo celular e morte 

celular (Wang e Lippard, 2005). Nas células tumorais, o dano induzido pela cisplatina tem 

sido reconhecido como a principal causa de injúria na célula e morte celular durante a 

quimioterapia, sendo o TP53 considerado o mediador central na resposta ao dano no DNA 

(Siddik, 2003; Wang e Lippard, 2005; Cepeda et al., 2007).  

O uso clínico da cisplatina está limitado pelo seu efeito tóxico e pelo desenvolvimento 

de resistência (Sedletska et al., 2005; Wang e Lippard, 2005). Existem muitos mecanismos 

envolvidos na resistência à cisplatina, como a absorção reduzida da droga e aumento da taxa 

de reparo do DNA, assim como elevação do conteúdo da glutationa ou da atividade da 

glutationa-S-transferase, aumento nos níveis de proteínas anti-apoptóticas relacionadas à 

família BCL-2 e alterações na via de transdução de sinal envolvida na apoptose. Esses 

mecanismos celulares contribuem para modular a interação droga-alvo e a sensibilidade à 

droga (Muscella et al., 2005; Sedletska et al., 2005). 

Apesar de toda informação existente sobre o mecanismo pelo qual a cisplatina age aos 

níveis celular e molecular, as vias de sinalização envolvidas no processamento das lesões 

induzidas por essa droga não são completamente compreendidas, sendo que a elucidação de 

tais mecanismos é de grande importância na tentativa de tornar as estratégias terapêuticas 

mais eficientes. 
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1.3. Respostas celulares aos danos causados pela cisplatina 

Em eucariotos, as quinases relacionadas à PI3K (PIKK) iniciam as respostas ao 

estresse celular quando a integridade do genoma, a tradução do mRNA ou a disponibilidade 

de nutrientes estejam comprometidas. ATM, ATR e DNA-PKcs pertencem à família de 

proteínas quinase relacionadas a PI3K (fosfatidilinositol 3-quinase) e podem ser ativadas em 

resposta ao dano no DNA, desempenhando o papel de sensores de dano para diferentes tipos 

de lesões (Iliakis et al., 2003; McGowan and Russell, 2004; Shiloh, 2006). Essa família de 

proteínas quinase é conservada e respondem a vários estresses por fosforilarem substratos em 

vias de sinalização apropriada (Shiloh, 2006).  

Em resposta à indução de DSBs (double strand breaks), ATM é rapidamente ativada e 

fosforila vários substratos, dentre eles, TP53, H2AX, CHK2, RPA e BRCA1, cada qual sendo 

um fator chave na via de resposta ao dano (Iliakis et al. 2003; Shiloh 2003; Riballo et al. 

2004). DNA-PK participa na via de reparo NHEJ (non-homologous end joining). Enquanto 

ATM e DNA-PK respondem primariamente a DSBs, ATR participa principalmente na 

transdução de sinal que emana de lesões causadas por UV, cisplatina e forquilhas de 

duplicação bloqueadas (Zhao e Piwnica-Worms, 2001; Helt et al., 2005; Shiloh, 2006). 

Entretanto, essa quinase também responde a DSBs. Apesar de ATM e ATR compartilharem 

substratos na resposta a DSBs, eles mostram especificidade de substrato seletiva em resposta 

a diferentes estresses genotóxicos e indutores de DSBs (Helt et al., 2005; Shiloh, 2006). DSBs 

também podem surgir como uma conseqüência do colapso de forquilhas de duplicação 

causado pela cisplatina (Yonetani et al., 2005). 

As proteínas ATM e ATR são essenciais para a ativação da proteína TP53, que por 

sua vez também é responsável pela trans-ativação de vários outros mecanismos. Após o dano 

no DNA, várias funções de TP53 são reguladas por uma série de eventos de fosforilação e 

acetilação pós-traducionais. A resposta inicial ao dano é a estabilização de TP53 a qual 

ocorre primariamente devido à sua fosforilação na porção N-terminal e o resultante 

rompimento da sua interação com o regulador negativo MDM-2 (Mujoo et al., 2003; 

Sengupta et al., 2005). Membros da família PI3K, tais como DNA-PKcs, ATM e ATR são 

conhecidos por fosforilarem TP53 na serina 15 (Mujoo et al., 2003; Helt et al., 2005), o que 

resulta na iniciação do checkpoint G1/S e aumento da viabilidade celular após insulto 

genotóxico. A ativação de TP53 é crucial para muitos processos celulares, incluindo reparo 

do DNA, bloqueio no ciclo celular e apoptose (Tokino e Nakamura, 2000; Helt et al., 2005).  

DNA-PK é uma proteína quinase formada pela subunidade catalítica, DNA-PKcs, e as 

subunidades Ku agindo como elementos regulatórios (Pawelczak et al., 2005). A ativação de 
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DNA-PK, um passo essencial no processo de reparo, ocorre uma vez que essa proteína é 

montanda no sítio de DSBs. A ativação de DNA-PK pode afetar outros componentes da via 

de sinalização do dano no DNA (Yang et a.,l 2003). NHEJ é uma via de reparo responsável 

pela remoção de DSBs no DNA causadas, principalmente, pela radiação ionizante. 

Entretanto, ainda é pouco esclarecido o papel do NHEJ no reparo dos danos causados por 

outros agentes, como a cisplatina, por exemplo (Boeckman et al., 2005). DNA-PK é a 

principal proteína iniciadora do processo de reparo via NHEJ (Pawelczak e Turchi, 2008). 

 O processamento dos danos induzidos pela cisplatina é bastante complexo. No caso 

dos crosslinks intercadeia (ICL), os quais se ligam covalentemente às duas fitas de DNA, 

várias proteínas de um número de vias celulares, incluindo NER (nucleotide excision repair), 

MMR (mismatch repair), HR (homologous repair) e o complexo FA (Fanconi Anemia) 

desempenham um papel na tentativa de reparar o dano no DNA (Cruet-Hennequart et al., 

2009; Wagner e Karnitz, 2009). Entretanto, o processamento dos ICL causados pela cisplatina 

pode levar à formação de lesões secundárias altamente citotóxicas, como as DSBs (Yonetani 

et al., 2005; Brozovic et al., 2009). 

 O NER é o principal mecanismo responsável pela remoção dos crosslinks intracadeia 

induzidos pela cisplatina (Rabik e Dolan, 2007; Brozovic et al., 2009). Defeitos celulares no 

NER resultaram em hipersensibilidade à cisplatina (Cohen e Lippard, 2001; Furuta et al., 

2002; Siddik, 2003), sendo relatado que proteínas relacionadas ao NER, como ERCC1 e 

XPA, foram superexpressas em tumores de ovário resistente à cisplatina (Torigoe et al., 

2005). 

Alguns autores demonstraram que proteínas do NER como XPC e XPA e as proteínas 

RPA, DNA-PK e HMGB1 teriam um papel fundamental no reconhecimento dos crosslinks 

(Furuta et al., 2002; Wang et al., 2004; Wang et al., 2005). Além disso, relatou-se que o 

bloqueio da RNA polimerase II em um aducto de cisplatina também pode atuar como um 

sinal de reconhecimento de danos, disparando uma série de outros eventos, como a ativação 

do NER (Laine et al., 2006). Entretanto, acredita-se que a proteína ATR seja a principal 

iniciadora e coordenadora dos processos de resposta aos danos causados pela cisplatina, sendo 

ativada juntamente com o complexo FANC durante a fase S, quando as DNA polimerases 

encontram os aductos causados pela cisplatina (Rosselli et al., 2003; Pichierri et al., 2004). 

Uma vez ativada, ATR bloqueia o ciclo celular por meio da fosforilação de CHK1 (Zhao et 

al., 2001) e / ou CHK2 (Liang et al., 2006) e a transdução de sinais ocorre pelas vias AKT, c-

ABL, ERK, JNK e MAPK, além da proteína TP53, que pode ter um papel na indução dos 

mecanismos de reparo do DNA e apoptose (Wang et al., 2005). 
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Os mecanismos envolvidos nas respostas celulares a drogas são muito importantes na 

tentativa de encontrar alvos moleculares eficazes para uma intervenção terapêutica. 

Entretanto, há muitos fatores que podem influenciar a eficiência do agente terapêutico quanto 

a causar a morte das células cancerosas. Entre eles, o background genético de cada tipo 

celular deve ser levado em conta, desde que múltiplas mutações são responsáveis pelo 

processo tumorigênico. Dessa forma, as respostas aos tratamentos, seja quimio ou 

radioterapia, podem diferir entre os pacientes, mesmo para o mesmo tipo de tumor, e essas 

considerações são relevantes em termos de resistência ou sensibilidade aos protocolos de 

tratamento, tanto convencionais ou terapias baseadas em alvos moleculares. 
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2. Objetivos 

Gerais 

 O objetivo do presente estudo foi pesquisar os mecanismos envolvidos nas respostas 

aos danos no DNA em células de glioma tratadas com a cisplatina associada a um inibidor 

específico de PI3K e DNA-PK (LY294002). A hipótese testada neste trabalho é que a inibição 

de uma proteína de reparo do DNA pode contribuir para o aumento dos índices de morte 

celular induzida pelo tratamento das células com a droga cisplatina. Para isto, foram 

realizados ensaios de citotoxicidade, sobrevivência celular, apoptose, análise da cinética do 

ciclo celuar, análise da expressão de proteínas de resposta ao dano e expressão gênica em 

larga escala por cDNA microarrays. 

 

 Específicos 

a) Avaliar as várias respostas celulares das linhagens U343, U87, MO59J e MO59K em 

termos de sobrevivência celular, indução de apoptose e sensibilidade ao tratamento com a 

cisplatina e/ou o inibidor LY294002.  

b) Analisar as alterações na cinética do ciclo celular mediante o tratamento com a cisplatina 

e/ou LY294002 nas linhagens de glioma (U343, U87, MO59J e MO59K). 

c) Estudar as alterações na expressão de algumas proteínas tais como, ATR, PCNA, TP53, 

TFIIHp80, SAPK/JNK, CHK1 e H2AX, envolvidas na resposta celular aos danos causados 

pela cisplatina na linhagem U343, e verificar uma possível ação do inibidor LY294002.  

d) Analisar os perfis transcricionais da linhagem U343 após o tratamento com a cisplatina 

e/ou LY294002 utilizando-se o método de cDNA microarrays, visando identificar genes 

significativamente modulados pelos tratamentos, além de avaliar o efeito do tratamento 

combinado (cisplatina e LY294002) em relação ao tratamento somente com a cisplatina. 

e) Confirmar os resultados de expressão transcricional obtidos por microarrays para alguns 

genes por meio da técnica de PCR em tempo real.  
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3. Material e Métodos 

 

3.1. Linhagens celulares e drogas utilizadas  

Foram empregadas as seguintes linhagens celulares: 

 Linhagem de glioma U343 MG-a (U343) gentilmente cedida pelo Prof. James 

T. Rutka (The Arthur and Sonia Labatt Brain Tumour Research Centre, 

Canadá) e repassada pelo Prof. Dr. Carlos Gilberto Carlotti Júnior 

(Departamento de Cirurgia e Anatomia do Hospital das Clínicas-FMRP-USP).  

 Linhagem de glioma U87MG (U87) gentilmente cedida pela Profa. Dra. Mari 

Cleide Sogayar (Departamento de Bioquímica - Instituto de Química – USP, 

SP). 

 Linhagens de glioma MO59K e MO59J, respectivamente proficiente e 

deficiente para DNA-PK,. 

As linhagens U343MG-a e U87MG apresentam mutações nos genes p16, p14ARF e PTEN, 

sendo selvagens para o gene TP53. 

Agente antitumoral: Cisplatina (Sigma) 

Inibidor de PI3K: LY294002 (Sigma) 

 

3.2. Cultivo celular 

As linhagens celulares foram mantidas em nitrogênio líquido (-195 oC) em alíquotas 

de 1x106 células/ml em uma solução de congelamento (50% meio de cultura, 40% soro 

bovino fetal e 10% DMSO). Para a realização dos experimentos, as células foram 

descongeladas e cultivadas em monocamada, em frascos de cultura de 25 cm2 (Corning) com 

10 ml de meio de cultura (DEM + F10 - Sigma) suplementado com 15% de soro bovino fetal 

(Cultilab) e incubadas em estufa a 37oC e 5% CO2, até atingirem o estado de confluência (~ 

5x10 6 células) quando necessitam de subcultivo.  

 

3.3. Tratamento com cisplatina 

 O tratamento com a cisplatina foi realizado da seguinte maneira: primeiramente as 

células sofreram sub-cultivo, sendo semeadas em vários frascos de cultivo (Corning) para o 

tratamento. Após 24 h, essas células foram tratadas com a cisplatina (previamente diluída em 

água destilada estéril) sendo que a droga permaneceu no meio de cultura até a colheita. As 
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culturas, mantidas em estufa a 37ºC, foram colhidas em tempos variáveis após o tratamento, 

sendo posteriormente processadas as análises de sobrevivência e morte celular (apoptose).  

 

3.4. Tratamento com LY294002 

 As células foram previamente tratadas com o inibidor de PI3K LY294002 (50 μM) 

uma hora antes do tratamento com a cisplatina. Após esse período, as células foram tratadas 

com a cisplatina na concentração previamente determinada em cada ensaio, sendo que o 

inibidor permaneceu nas culturas até o momento da colheita. O LY294002 foi diluído em 

DMSO 0,1% e posteriormente adicionado ao meio de cultura alcançando a concentração 

desejada de 50 µM. Para todos os ensaios propostos, as células foram tratadas por uma hora 

com o inibidor LY294002, apenas variando o tempo de tratamento com a cisplatina de acordo 

com o experimento a ser realizado (tratamento associado).  

 

3.5. Teste de citotoxicidade (24 h) e sobrevivência celular (5 dias) 

Para a realização destes experimentos foi utilizado o Cell Proliferation Kit II (XTT) da 

Roche. O princípio da técnica é baseado na clivagem do sal amarelo tetrazolium XTT pelas 

células metabolicamente ativas formando um corante formazam alaranjado. Dessa forma, essa 

conversão somente ocorre nas células viáveis. Portanto, esse experimento tem a finalidade de 

determinar a quantidade de células sobreviventes após o tratamento com várias concentrações 

de cisplatina. 

As células foram semeadas em placas de cultura de 12 poços (Corning). O tratamento 

com as diversas concentrações de cisplatina (5; 10; 25; 50; 75 μM) e cisplatina associada a 50 

µM LY294002 (5 µM + LY294002; 10 µM + LY294002; 25 µM + LY294002; 50 µM + 

LY294002 e 75 µM + LY294002) foi realizado durante 24 h após essa semeadura. Foram 

semeadas quantidades diferentes de células de acordo com o tipo de teste a ser realizado. 

Para o teste de citotoxicidade, após o tratamento com a cisplatina, as células foram 

incubadas com o Kit XTT por no mínimo 45 minutos. Após esse período de incubação, a 

solução de formazam alaranjado é formada, a qual é quantificada no espectrofotômetro 

(Amersham Biosciences). O resultado da absorbância, medida em 492 e 690 nm, é 

proporcional ao número de células viáveis na amostra. No caso do teste de sobrevivência 

celular, as células previamente tratadas com a cisplatina foram incubadas em estufa a 37 oC 

durante cinco dias. Após esse período, procedeu-se à incubação com o Kit XTT da mesma 

maneira relatada para o teste de citotoxicidade.  
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3.6. Ensaio de proliferação celular usando o kit CyQuant 

As células MO59K e MO59J foram semeadas em placas de 96 poços, numa 

quantidade de 20.000 células por poço. As células permaneceram na estufa e 24h após serem 

semeadas elas foram tratadas com várias concentrações de cisplatina (5, 10, 25, 50 e 75 µM). 

A colheita foi feita três dias após o tratamento. O kit CyQuant NF Cell Proliferation Assay 

(Invitrogen) foi preparado no momento da colheita, de acordo com as instruções do 

fabricante. O meio de cultura foi removido dos poços e a solução do kit foi adicionada (50 µl 

por poço). A placa foi devolvida para a estufa e após 60 min procedeu-se à leitura em leitor de 

microplaca (Biotek Synergy 2). Foram realizadas 12 réplicas por experimento. 

 

 3.7. Detecção morfológica de células apoptóticas  

As células apoptóticas foram reconhecidas por características morfológicas, tais como 

cromatina nuclear condensada e núcleo fragmentado. Para a visualização dessas 

características nas células apoptóticas, três corantes fluorescentes foram empregados: Hoechst 

33342, Iodeto de propídeo (PI) e Diacetato de fluoresceína (DAF) (Sigma). Hoechst 33342 é 

um corante fluorescente usado para corar DNA em células viáveis. Devido ao fato de que o PI 

pode somente penetrar em células com uma membrana celular rompida, este agente pode ser 

utilizado para determinar a integridade da membrana celular. DAF é utilizado como um 

marcador da viabilidade celular, e ele se acumulará no citoplasma das células que possuem 

uma membrana intacta. 

 As células, previamente tripsinizadas, centrifugadas a 1000 rpm por 5 minutos e 

ressuspendidas em meio de cultura foram simultaneamente incubadas com Hoechst 33342 (10 

µl), PI (25 µl) e DAF (50 µl) por 5 minutos a 37º C e visualizadas com microscópio de 

fluorescência (Carl Zeiss) equipado com filtro triplo para DAPI, FITC e Rodamina. Foram 

analisadas 500 células por lâmina sendo discriminadas as células normais, apoptóticas e 

necróticas que apresentaram coloração diferenciada, permitindo uma fácil identificação. Os 

critérios adotados foram: 

1) Células normais: núcleo íntegro, corado em azul e citoplasma verde 

2) Células apoptóticas: núcleo azul com corpos apoptóticos e citoplasma verde 

3) Células necróticas: núcleo vermelho íntegro, esférico ou em vesículas, e citoplasma 

vermelho. 

As concentrações dos agentes utilizados foram 10, 25 e 50 µM de cisplatina, 10 µM + 

LY294002, 25 µM + LY294002, 50 µM + LY294002 (tratamento associado com 50 µM de 
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LY294002), 50 µM LY294002 e DMSO 0,1%.  As células foram colhidas após 24, 48 e 72 h 

de tratamento com a cisplatina. Foram realizados três experimentos independentes. 

 

3.8. Análise da Cinética do Ciclo Celular 

As células MO59K e MO59J foram semeadas em placas de 10cm2, numa quantidade 

de 250.000 células por placa. As células foram tratadas com cisplatina (5, 10 e 25 µM) 24h 

após serem semeadas. Ja as linhagens U343 e U87 foram tratadas com 25 µM de cisplatina 

associada ou não ao LY294002. Para a análise da cinética do ciclo celular as células foram 

colhidas 24, 48 e 72h após o tratamento com a cisplatina. 

No momento da colheita o meio foi removido e guardado, enquanto as células foram 

lavadas com PBS, tripsinizadas e coletadas com o meio previamente guardado. As células 

foram centrifugadas a 1000 rpm por 5 min. Neste momento o sobrenadante (meio de cultura) 

foi removido e o pellet foi lavado em PBS. As células foram novamente centrifugadas (1000 

rpm por 5 min) e, após a centrifugação, o PBS foi removido e o pellet foi ressuspendido em 

2ml de etanol 70% gelado, e mantido a -20º C até o momento da leitura no citômetro de fluxo. 

Antes de se proceder à leitura das amostras, o material armazenado a -20º C foi 

centrifugado (1000 rpm por 5 min) e o etanol 70% foi removido. O pellet foi ressuspendido 

em 3ml de PBS gelado e novamente centrifugado na mesma velocidade e tempo 

anteriormente ditos. Seguido à centrifugação, o PBS foi removido e o pellet ressuspendido em 

500 µl de solução de iodeto de propídeo. Imediatamente o material foi transferido para o tubo 

de citometria de fluxo (BD-Falcon, USA) e mantido ao abrigo da luz até o momento da 

análise. As amostras foram analisadas usando um aparelho Becton Dickinson (Franklin 

Lakes, NJ, USA) FACSCalibur e pelo menos 10.000 eventos foram analisados para cada 

amostra. A porcentagem de células apoptóticas foi dada de acordo com a porcentagem de 

células em sub-G1. 

 

3.9. Anticorpos 

Os anticorpos primários empregados neste trabalho, assim como as diluições 

escolhidas foram os seguintes: anti-PCNA 1:2500 (Abnova), anti-SAPK/JNK 1:1000 (Cell 

Signaling), anti-γH2AX 1:1000 (Cell Signaling), anti-fosfo p53 ser15 1:350 (ensaio de 

imunofluorescência) e 1:500 (Cell Signaling), anti-fosfo ATR  1:500 (Abcam), anti-fosfo 

CHK1 ser317 (Cell Signaling)  e anti-β-actina 1:1000 (Cell Signaling). 

3.10. Western Blot 

3.10.1. Extração de proteínas 
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Foi utilizada uma solução de lise (Lysis Solution, Fermentas) para extração de 

proteínas das células tratadas com cisplatina e cisplatina + LY294002. Os tempos de colheita 

foram: 2, 3, 6, 12, 24 e 48 h após o tratamento com a cisplatina. Brevemente, as células foram 

tripsinizadas e lavadas uma vez com PBS gelado. Posteriormente, adicionou-se a solução de 

lise (200 l/ 106 células) acrescida de um coquetel de inbidores de protease (Fermentas). As 

células permaneceram por 10 minutos em agitação constante à temperatura ambiente. Logo 

após, as células foram centrifugadas a 14.000 rpm por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi 

transferido para um tubo novo e a quantificação das proteínas foi feita empregando-se o Kit 

BSA (Pierce). 

 

3.10.2. Eletroforese de proteínas 

O perfil das proteínas foi analisado por SDS-PAGE utilizando-se géis Bis-Tris ou 

Tris-Acetato (Invitrogen). As amostras foram preparadas com 50 μg de proteína para 2,5 μl de 

tampão da amostra (Invitrogen). Em seguida, as proteínas foram denaturadas a 70oC por 10 

minutos e posteriormente aplicadas ao gel. A eletroforese foi realizada em cuba (XCell 

SureLockTM Mini-Cell/Invitrogen) contendo tampão apropriado (Invitrogen) de acordo com o 

gel utilizado, sendo aplicados em média 200V por 35-50 minutos, podendo haver variações 

nestes parâmetros de acordo com o peso molecular da proteína a ser estudada. 

 

3.10.3. Transferência eletroforética 

Após a eletroforese, as proteínas foram transferidas do gel para membranas Invitrolon 

PVDF (Invitrogen) utilizando-se o sistema XCell IITM Blot Module (Invitrogen). Os 

componentes da transferência foram previamente imersos em tampão de transferência antes 

de serem colocados na cuba. A voltagem aplicada foi de 30 V constantes por três horas, 

podendo haver variações nestes parâmetros de acordo com o peso molecular da proteína a ser 

estudada. Para a confirmação da transferência das proteínas, as membranas foram coradas por 

12 minutos com corante SimplyBlueTM SafeStain (Invitrogen). Posteriormente, as mesmas 

foram lavadas e submetidas à imunodetecção. 

 

3.10.4. Imunodetecção e visualização das proteínas 

A imunodetecção e a visualização das proteínas foram realizadas utilizando-se o kit 

“WesternBreeze Chromogenic” (Invitrogen). A membrana foi imersa em 10 ml de solução 

bloqueadora e incubada durante 30 minutos em um agitador rotatório. Em seguida, a mesma 

foi lavada com 20 ml de água destilada durante 5 minutos e incubada com 10 ml da solução 
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de anticorpo primário por uma hora. Após esse passo, foram realizadas 3 lavagens de 5 

minutos com 20 ml de solução de lavagem para anticorpos. A membrana foi incubada em 10 

ml da solução de anticorpo secundário proveniente do Kit por uma hora, sendo em seguida, 

novamente lavada 3 vezes por 5 minutos com solução de lavagem para anticorpos. 

Posteriormente, foram realizados 2 banhos com 20 ml de água destilada por 2 minutos. Após 

este último, a membrana foi incubada com 5 ml de substrato cromogênico até o aparecimento 

de bandas roxas em sua superfície. Finalmente, as membranas foram lavadas duas vezes (com 

água 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.  

 

3.11. Imunofluorescência 

As células U343 foram crescidas sobre lamínula em placa de 24 poços. Após o 

tratamento com a cisplatina e LY294002 nos tempos e concentrações adequadas, as células 

foram fixadas com paraformaldeído 2% por 20 min, lavadas com PBS e então 

permeabilizadas com PBS-Triton 0,3% por 15 min. Após a permeabilização, as células foram 

lavadas com PBS e o bloqueio foi feito com PBS-BSA 1% + soro de galinha diluído 1:100 

por 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida, as células foram incubadas com o anticorpo 

primário (rabbit anti-fosfo p53 ser 15; rabbit anti-γ H2AX; rabbit anti-CHK1, todos da Cell 

Signaling) diluído 1:350, por 1 hora. Após esse tempo, as células foram incubadas com o 

anticorpo secundário chicken anti-rabbit-alexa 488 (coloração verde) diluído 1:350. A 

incubação foi por 1 hora. As células também foram incubadas com DAPI (1:8000) por 5 min 

ao abrigo da luz. Finalmente, as células foram lavadas com PBS e as lâminas foram montadas 

com Vectashield (Vector Labs) e analisadas em microscópio de fluorescência. 

 

3.12. Expressão Gênica por cDNA Microarrays 

3.12.1. Extração de RNA  

A extração de RNA foi feita com o reagente Trizol (Invitrogen), seguindo as 

instruções do fabricante. As amostras foram quantificadas em espectrofotômetro e a 

integridade foi avaliada por eletroforese em gel de agarose denaturante.  

 

 

3.12.2. Preparação das lâminas de cDNA microarrays 
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Para avaliação da expressão gênica em larga escala foram utilizadas lâminas de vidro 

(Corning) nas quais foram depositadas por meio de um robô Array Spotter Generation III 

(Amersham Biosciences) 4500 seqüências gênicas em duplicata, provenientes do “IMAGE 

Consortium” (http://image.llnl.gov), gentilmente cedidas pela Dra. Catherine Nguyen do 

Centr d’Immunologie Marseille – Luminy, Marseille, França.  

 

3.12.3. Preparação das sondas de cDNA e hibridação na lâmina 

As sondas complexas de cDNA foram preparadas a partir de amostras extraídas das 

células submetidas ou não a diferentes tratamentos. A transcrição reversa foi realizada com 10 

µg de RNA/amostra utilizando-se o kit Amersham CyScribe Post-Labelling (GE Healthcare) 

e primers oligodT12-18. Para garantir que não ocorreram diferenças na incorporação do 

corante, um pool de referência composto de RNA extraído de 4 linhagens diferentes (U343 

MG-a, linhagem de glioma humano; HeLA, carcinoma cervical; Jurkat, célula T-leucêmicas e 

Hep-2, células de tumor de faringe) foi adicionado e marcado de coloração diferente aos das 

amostras estudadas. Este pool se torna importante para a normalização dos dados, uma vez 

que possui a totalidade dos transcritos inseridos na lâmina de microarray. 

Na preparação das sondas, foi utilizado o kit Amersham CyScribe Post-Labelling (GE 

Healthcare), marcando a amostra com o corante Cy3 e o pool de referência com Cy5. Dois 

processos estão envolvidos na confecção das sondas: o primeiro envolve a síntese de cDNA, 

adição de um nucleotídeo modificado (aminoalil-dUTP ou AA-dUTP), purificação do cDNA 

para remoção de nucleotídeos livres através de colunas CyScribe GFX (GE Healthcare). O 

segundo processo envolve a incorporação do corante no grupamento AA-dUTP (Cy3 para os 

grupos de estudo e Cy5 pool de referência).  

A hibridação das sondas nas lâminas de microarrays foi realizada de forma 

automática, durante quinze horas a 42ºC num processador Lucidea Automated Slide 

Processor – ASP (Amersham Biosciences). Os sinais da hibridação foram capturados por um 

scanner Generation III laser (Amersham Biosciences). 

 

3.12.4. Análise da expressão gênica 

As imagens obtidas foram processadas pelo software Spotfinder da TIGR 

(www.tm4.org/spotfinder), o qual quantificou os sinais obtidos em cada ponto, gerando 

arquivos de texto na extensão .tav. Estes foram submetidos ao ambiente estatístico R (www.r-

project.org), que normalizou os dados, removendo diferenças de incorporação dos 

fluorocromos (Ihaka & Gentleman, 1996). Após normalização, os dados foram exportados na 
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extensão .mev e analisados pelo pacote estatístico MEV – MultiExperiment Viewer, da TIGR 

(www.tm4.org/mev). Os dados foram submetidos à análise estatística pelo programa SAM 

(Significance Analysis of Microarray), que possibilita a comparação entre grupos de estudo e 

seleciona os genes diferencialmente expressos com significância estatística. A lista de genes 

significativamente expressos foi obtida para um valor de FDR (False Discovery Rate) menor 

que 5%. O FDR é utilizado para quantificar o erro da amostra como um todo e posteriormente 

aplicado para ajustar os valores p estatísticos para expressão do erro (Smyth, 2004). As 

informações sobre a localização dos genes e suas funções biológicas foram obtidas a partir do 

SOURCE (source.stanford.edu), NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), FatiGO 

(http://babelomics.bioinfo.cipf.es/EntryPoint?loadForm=fatigo) e DAVID-NIH (Dennis et al., 

2003). 

 

3.13. Expressão Gênica por PCR em Tempo Real 

Foi utilizado o kit SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) para a verificação 

dos níveis de expressão de alguns genes pré-selecionados no ensaio de microarrays. Foram 

empregadas as mesmas amostras de RNA utilizadas no método de microarrays. O mix de 

reação foi preparado da seguinte maneira: 7,5 µl de PCR Master Mix, 0,75 µl dos primers 

forward e reverse (solução estoque de 10 µM), 5,4 µl de água livre de RNAse e 0,6 µl do 

cDNA proveniente da reação de transcriptase reversa. O volume final de cada reação foi de 15 

µl. As reações foram montadas em placas de 96 poços (MicroAmp Optical 96 Well Reaction 

Plate - Applied Biosystems), nas quais foram adicionados o mix de reação e as amostras de 

cDNA. Após a montagem, as placas foram devidamente seladas com o Optical adhesive 

Covers (Applied Biosystems). O programa utilizado foi o seguinte: incubação (2 min a 50º C), 

ativação da Taq (10 min a 95º C) e 40 ciclos de denaturação (15 seg a 95º C), anelamento (1 

min a 60º C) e então 4º C. 

Os primers empregados foram os seguintes:  

B2M – forward: 5’-AGG CTA TCC AGC GTA CTC CA-3’ 

B2M – reverse: 5’-TTC AAT GTC GGA TGG ATG AA-3’ 

PRKDC – forward: 5’-ATA GGT TTC AAC ATC GGA GAC-3’ 

PRKDC – reverse: 5’-GCT CCT CAA TGC TCT GTG-3’ 

DUSP22 –  forward: 5’-GGT CCA TCA GTA TCG GCA GT-3’  

DUSP22 –  reverse: 5’-TCT TCT GAG AAA GGC CCA GA-3’ 

FEN1 – forward: 5’-CCA GCT CTT GGA ACC TG-3’ 

FEN1 – reverse: 5’-CGC TCC TCA GAG AAC TGC TT-3’ 
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BTG2 – forward: 5’-TGG GTA GGG AGA GTG TTT GG-3’ 

BTG2 – reverse: 5’-CTT CCT CTA CCC CCA GGT TC-3’ 

CAV1 – forward: 5’-CTC CTC CCC CAT CTT CTT TC-3’ 

CAV1 – reverse: 5’-GCA CTT GCA ACC GTC TGT TA-3’ 

RAD52 – forward: 5’-TGG CCT GGT ACT CTT CTG CT-3’ 

RAD52 – reverse: 5’-TGG GAC TGA GGA AGC AAT TC-3’ 

 

3.14. Análise Estatística 

Para a análise de sobrevivência celular e apoptose, os dados foram primeiramente 

submetidos ao teste de normalidade e posteriormente ao teste One Way ANOVA. A 

probabilidade de erro foi p ≤ 0,05.  
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4. Resultados  

 

4.1. Citotoxicidade e Sobrevivência Celular  

Foram realizados três experimentos independentes com as linhagens U343 e U87 

usando o Cell Proliferation Kit II (XTT) para determinar a citotoxicidade e sobrevivência 

celular após o tratamento com diversas concentrações de  cisplatina (5; 10; 25; 50; 75 μM) e 

cisplatina associada a 50 µM LY294002 (5 µM + LY294002; 10 µM + LY294002; 25 µM + 

LY294002; 50 µM + LY294002 e 75 µM + LY294002). Além disso, como o inibidor 

LY294002 é diluído em DMSO, este solvente foi utilizado como um controle na concentração 

na qual ele foi empregado (0,1%). 

 Para o teste de citotoxicidade, as células permaneceram por 24 h em presença da 

cisplatina, sendo empregado o Kit XTT logo em seguida para a quantificação das células 

viáveis. Nos experimentos de sobrevivência celular, as células foram tratadas por cinco dias 

com a cisplatina em placa de cultura. O LY294002 foi utilizado em um pré-tratamento de uma 

hora antes do tratamento com a cisplatina em todas as condições experimentais. Para a 

linhagem U343, após 24 h do tratamento com a cisplatina, observou-se uma redução na 

sobrevivência nas concentrações testadas de 85,6 a 64,8% (tratamento com cisplatina) e de 

81,4 a 40,0% (tratamento combinado) (Figura 1 e Tabela 1). O tratamento com os mesmos 

agentes por cinco dias causou uma redução acentuada na sobrevivência celular após o 

tratamento com a cisplatina (de 46,3 a 4,1%) e cisplatina + LY204002 (de 27,1 a 5,4%) 

(Figura 2 e Tabela 2). O tratamento combinado com 50 µM de LY294002 acentuou ainda 

mais o efeito anti-proliferativo causado pela cisplatina (Figura  2). 

 As células da linhagem U87 sofreram uma redução na porcentagem de células vivas, 

nas concentrações testadas, de 99,4% para 64,6% após o tratamento com cisplatina por 24 h e 

uma redução de 71,2% para 41,6% após o tratamento combinado de cisplatina e LY294002 

por 24 h (Figura 3 e Tabela 3). O tratamento por cinco dias com as mesmas concentrações de 

cisplatina e LY294002 levou a uma redução mais acentuada na sobrevivência das células, de 

49,9% para 2,5% (tratamento com cisplatina) e uma diminuição de 15,9% para 2,1% 

(tratamento associado de cisplatina e LY294002) (Figura 4 e Tabela 4). Da mesma maneira 

que na linhagem U343, na linhagem U87, o tratamento combinado com o LY294002 

aumentou o efeito causado pelo tratamento com o antitumoral cisplatina. O emprego de 

DMSO a 0,1% não causou uma diminuição significativa na sobrevivência das células U343 e 

U87. 
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4.2. Detecção Morfológica de Apoptose e Necrose  

  

A indução de apoptose foi verificada nas linhagens U343 e U87 em várias condições 

de tratamento: cisplatina (10, 25 e 50 µM), tratamento combinado (10 µM + LY294002, 25 

µM + LY294002, 50 µM + LY294002), 50 µM LY294002 e DMSO 0,1%. As células foram 

colhidas nos tempos de 24, 48 e 72 h após o tratamento com a cisplatina e analisadas por meio 

da técnica de detecção morfológica empregando os corantes Hoechst 33342, PI e DAF 

(Figura 6). Foram realizados três experimentos independentes para cada linhagem. 

Para os três tempos de colheita empregados (24, 48 e 72 h) houve uma baixa 

freqüência de células U87 apoptóticas comparativamente à linhagem U343 (Tabela 8). Os 

tratamentos com 50 μM de LY294002 e 0,1% de DMSO não elevaram significativamente a 

freqüência de apoptose em nenhum dos tempos de colheita analisados em ambas as linhagens 

testadas (Figuras 7 e  8; Tabelas 6 e 8). A análise da freqüência de células apoptóticas para a 

linhagem U87 revelou que esta não apresentou uma significativa indução de apoptose sob as 

condições de tratamento empregadas (cisplatina e cisplatina+LY294002) comparado com a 

linhagem U343 (Figura 8 e Tabela 8). 

As freqüências de células necróticas também foram analisadas após o tratamento com 

a cisplatina e cisplatina associada ao inibidor LY294002. A linhagem U343 apresentou baixas 

freqüências de necrose (Tabela 7), mas as diferenças com o controle foram estatisticamente 

significativas (p ≤ 0,05) para os seguintes tratamentos no tempo de colheita de 48 h: 10 μM 

(3,7%), 10 + LY294002 (4,4%) e 25 + LY294002 (3,3%). Para a linhagem U87 (Tabela 9) as 

freqüências de células necróticas diferiram significativamente do controle somente no tempo 

de 72 h para os seguintes tratamentos: 5 µM (2,9%), 10 µM (2,1%), 25 µM (6,5%), 10 + 

LY294002 (2,3%), 25 + LY294002 (3,4%), LY294002 (2,3%) e DMSO 0,1% (3,6%). 
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Figura 6: Morfologia das células U343 submetidas ao tratamento com cisplatina e cisplatina 

associada a LY294002 visualizada por microscopia de fluorescência. (A) células normais. (B) 

células apoptóticas com morfologia alterada. (C) células necróticas. Objetiva 40X.  
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4.3. Alterações na Cinética do Ciclo Celular 

 

As células MO59K e MO59J foram tratadas com 5, 10 e 25 µM de cisplatina por 24, 

48 e 72 h e com concentrações menores de 1, 2,5 e 10 µM de cisplatina por 3, 6 e 24 h com a 

finalidade de analisar a cinética do ciclo celular. Houve claramente uma diferença nas 

respostas das duas linhagens em relação aos danos causados pela cisplatina no que diz 

respeito ao ciclo celular.  

O tratamento com concentrações menores de cisplatina (1, 2,5 e 10 µM) por tempos 

mais curtos não causou uma alteração drástica no ciclo celular da linhagem MO59J (Figura 

11). As freqüências de apoptose calculadas (medidas como uma população sub-G1) para as 

células MO59K e MO59J foram abaixo de 4% para os tratamentos como concentrações mais 

baixas de cisplatina e por tempos mais curtos (Figuras 13 e 14). 

A progressão pela fase S foi atrasada nas células MO59K expostas à cisplatina. 

Enquanto que nas células proficientes para DNA-PK (MO59K) foi observado um bloqueio 

eficiente em S em todas as concentrações testadas, as células deficientes para DNA-PK 

(MO59J) mostraram somente um leve aumento na fase S na maior concentração de cisplatina 

empregada (25 µM) em 24 h (Figura 12), e responderam à cisplatina com um aumento na 

freqüência de apoptose (Figura 16), verificado na forma de um grande aumento da população 

sub-G1 (43%, 72 h após o tratamento com 25 µM de cisplatina), conforme as células 

progrediam para a fase G2 do ciclo celular. As células MO59K não apresentaram uma 

indução de apoptose significativa (Figuras 13 e 15). Também foi verificado um grande 

número de células hiperplóides na linhagem MO59J, visualizadas como uma população de 

células abaixo da fase G2 (dados não apresentados), o que é uma característica intrínseca 

dessa linhagem. 

As células U343 e U87 foram tratadas com 25 µM de cisplatina e/ou 50 µM de 

LY294002 por 24, 48 e 72 h. As alterações no ciclo celular apresentadas por essas duas 

linhagens foram menos intensas relativamente à linhagem MO59K. Foi observado um leve 

bloqueio na fase S após o tratamento das células U343 com a cisplatina e cisplatina 

combinada ao LY294002 nos tempos de 48 e 72 h (Figura 17). Já as células U87 

apresentaram um certo acúmulo de células na fase G1 do ciclo celular nos tratamentos 

utilizados em 24 h e, principalmente, em 48 e 72 h (Figura 18).  
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4.4. Expressão Protéica      
 

A expressão das proteínas TFIIHp80, SAPK/JNK, PCNA, TP53 ser15, ATR ser428, 

γH2AX e CHK1 ser317 foram analisadas por Western blot ou imunofluorescência nas células 

U343 tratadas com 50 μM de cisplatina, 50 μM de cisplatina + LY294002 e LY294002 ou 25 

μM de cisplatina, 25 μM de cisplatina + LY294002 e LY294002 por 2, 3, 6, 24 e 48 h. 

Também foi analisada a expressão de PCNA nas células MO59K e MO59J após o tratamento 

com 5, 10 e 25 µM de cisplatina por 3 e 24 h. Foram realizados três experimentos 

independentes para cada proteína a ser detectada. O controle positivo utilizado foi a β-actina.  

TFIIHp80 (ou XPD) é um componente do fator de transcrição TFIIH, envolvido no 

desenrolamento do DNA durante o reparo NER (Oksenych et al., 2009). Essa proteína se 

expressou em todos os tratamentos empregados, mas foi observada uma redução (cerca de 

50%) na expressão desta no tempo de 24 h para o tratamento com cisplatina +LY294002 

(Figura 19), em relação ao tratamento somente com a cisplatina. No tempo de 2 h, a queda no 

nível de expressão no tratamento combinado foi de 25%. 

A quinase SAPK/JNK é mediadora da resposta ao estresse gerado por diversos 

estímulos. Como um importante fator na sinalização celular, SAPK/JNK está envolvida na 

sobrevivência celular, transformação oncogênica, crescimento, diferenciação e morte celular. 

O papel dessa proteína já foi relacionado às respostas celulares à cisplatina  (Brozovic e 

Osmak, 2007). 

A expressão de SAPK/JNK apresentou níveis basais nas células não tratadas, que 

variaram dependendo dos tempos de análise. As duas bandas representam o dímero 

SAPK/JNK. O tratamento com a cisplatina sozinha não causou alterações significativas em 2 

ou 6 h, mas foi observada uma queda de expressão em 12 h não havendo uma influência do 

inibidor (Figura 20-A). Após 24 e 48 h, as células tratadas com a droga apresentaram uma 

marcada diminuição nos níveis de expressão comparada às não tratadas, enquanto que nas 

células tratadas por 2 a 12 h, a diferença não foi tão marcante. Somente nas células tratadas 

com cisplatina e LY294002 por 24 h e cisplatina por 48 h foi observado um leve aumento no 

nível de expressão dessa proteína em relação aos outros tratamentos, mas abaixo dos níveis 

dos controles (Figura 20-B).  

As funções de PCNA não estão envolvidas somente com a duplicação do DNA, mas 

também com outros processos celulares vitais, como o reparo do DNA, controle do ciclo 

celular e remodelamento da cromatina (Stoimenov e Helleday, 2009). No presente trabalho, 

essa proteína se expressou em todas as condições testadas (U343), em todos os tempos de 

análise, sendo que um maior nível foi verificado para as células não tratadas, o que é 
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compatível com o estado proliferativo das células. As células tratadas com 50 μM de 

LY294002 apresentaram uma expressão reduzida de PCNA, comparada aos demais 

tratamentos, sendo que no tempo de 2 h foi observada uma redução de expressão, mas não 

havendo influência do inibidor associado à droga. Entretanto, em 6 h, o inibidor sozinho 

causou uma acentuada redução na expressão de PCNA e um moderado efeito de redução foi 

observado para a sua combinação com a cisplatina (Figura 21-A). Uma análise semelhante 

foi realizada em células colhidas 24 e 48 h após o tratamento. Após esses tempos, tanto a 

cisplatina como o inibidor, cada um isoladamente, reduziram a expressão de PCNA, mas o 

inibidor sozinho reduziu drasticamente os níveis dessa proteína em 48 h. Nesse tempo mais 

tardio foi também possível observar uma significativa interação entre a cisplatina e o inibidor 

no sentido de reduzir a expressão de PCNA (Figura 21-B). 
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Figura 19: Expressão da proteína TFIIHp80 (80 KDa) analisada por Western blot com 

anticorpo específico. As células U343 foram tratadas com 50 µM de cisplatina e cisplatina + 

LY294002 por 2 e 24 h, sendo comparadas às não tratadas (controle). A β-actina foi utilizada 

como controle.  

 

 

 

 

A) 

 

 

B) 

 

Figura 20: Expressão da proteína SAPK/JNK (54 e 46 KDa) analisada por Western blot com 

anticorpos específicos. As células U343 foram tratadas com 50 µM de cisplatina, cisplatina + 

LY294002 e LY294002 por 2, 6 e 12 h (A), 24 e 48 h (B), sendo comparadas às não tratadas 

(controle). 
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4.5. Análise dos perfis de expressão gênica por cDNA microarrays 

 

Foram realizados três experimentos com a linhagem U343 para extração de RNA total, 

o qual foi utilizado como sonda complexa nas lâminas de microarrays.  Os resultados das 

hibridações obtidos nos experimentos com as células tratadas com 25 μM de cisplatina por 24 

h foram submetidos à análise estatística, utilizando-se o programa SAM. As análises foram 

feitas comparando-se o grupo controle com cada grupo de tratamento, sendo que todos os 

grupos foram comparados entre si, num total de seis comparações: Controle versus Cisplatina; 

Controle versus Cisplatina+LY294002; Controle versus LY294002; Cisplatina versus 

Cisplatina+LY294002;  Cisplatina versus LY294002 e Cisplatina+LY294002 versus 

LY294002. Cada comparação resultou em uma lista de genes significativamente modulados 

para um FDR < 0,05. A identificação das funções ou processos biológicos associados aos 

genes significativamente expressos foi feita por meio dos programas DAVID-NIH 

(david.abcc.ncifcrf.gov), FATIGO (www.fatigo.org) e SOURCE (source.stanford.edu). De 

uma maneira geral, os genes encontrados em todas as comparações pertencem a várias 

classes, com papéis relacionados a processos metabólicos, regulação da transcrição, adesão 

celular, transdução de sinal, transporte de moléculas, resposta a estresse, morte celular, reparo 

do DNA e controle do ciclo celular (Figura 27). 

Foi realizada uma análise de agrupamento hierárquico da linhagem U343 após os 

diferentes tratamentos com a finalidade de visualizar e comparar o padrão de expressão gênica 

em cada tipo de tratamento empregado com relação às células não tratadas (controles). Esse 

agrupamento foi feito a partir dos genes selecionados pelo SAM (Figura 28). Também foi 

realizada uma análise de agrupamento hierárquico para os genes significativamente 

modulados (FDR < 0,05) para todas as comparações estabelecidas. Portanto, para cada uma 

das comparações obteve-se um agrupamento específico, no qual é possível visualisar os perfis 

de expressão gênica transcricional exibidos pela linhagem U343 após os diversos tratmentos. 

O agrupamento hierárquico dos dados separou os diferentes tratamentos dos controles em 

todas as comparações. 

A primeira comparação realizada (Figura 29-A), cisplatina versus controle, 

apresentou uma lista com 108 genes (Tabela 10), sendo 28 induzidos e 80 reprimidos pelo 

tratamento com a cisplatina.  

A comparação feita entre controles e tratamento combinado (cisplatina+LY294002)  

(Figura 29-B) revelou uma lista de 274 genes (Tabela 11), entre os quais 94 foram induzidos 

enquanto 180 foram reprimidos pelo tratamento combinado.  
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A compararação entre o tratamento com LY294002 versus grupo controle (Figura 30-

A) gerou uma lista com 33 genes (Tabela 12), entre os quais destacam-se o ITGB2 (induzido) 

e vários genes reprimidos, como PRKDC (conforme esperado), MAPK6, DUSP22 e RAD52, 

todos relacionados com os processos de adesão celular, reparo do DNA, ciclo celular e 

apoptose.  

A comparação feita entre o grupo tratado com a cisplatina e o tratado com o 

LY294002 (Figura 30-B) nos mostrou uma lista de 163 genes (Tabela 13), dentre os quais 

podemos destacar os genes FEN1, BTG2, PRKDC e RAD52 (induzidos), e RAD51L3, 

DCLRE1C (artemis), RAD51AP1 e MAP2K6 (reprimidos) que desempenham papéis nos 

processos de reparo e duplicação do DNA, apoptose e ciclo celular, principalmente.  

Quando foi comparado o tratamento combinado de ciplatina+LY294002 ao tratamento 

somente com a cisplatina (Figura 31-A e Tabela 14) verificou-se um pequeno número de 

genes significativamente modulados (18 genes), dentre os quais destacamos os genes 

RAD51AP11 e MLLT4 (induzidos) envolvidos com o reparo do DNA e adesão celular, 

respectivamente. Esta lista nos revela aqueles genes que são exclusivamente modulados pelo 

efeito do inibidor LY294002 quando associado à cisplatina. 

Para a última comparação realizada entre o grupo do tratamento combinado 

(cisplatina+LY294002) e o grupo do tratamento com o LY294002 (Figura 31-B) a análise 

gerou uma lista com 183 genes (Tabela 15), envolvidos principalmente com processamento 

de RNA, reparo do DNA, ciclo celular, modificação da cromatina, apoptose, resposta ao 

estresse, adesão celular entre outros.  

Foi construído um diagrama de Venn o qual forneceu uma representação quantitativa 

das diferenças e similaridades dos perfis de expressão obtidos pelos tratamentos. Um total de 

39, 14 e 199 genes exclusivamente modulados foram encontrados para os tratamentos com a 

cisplatina, LY294002 e cisplatina combinada ao LY294002, respectivamente (Figura 32). O 

tratamento combinado modulou uma maior quantidade de genes que o tratamento somente 

com a cisplatina. 
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5. Discussão 

 

A necessidade de novas terapias para o tratamento de glioma é evidente, visto que esse 

tipo de tumor é um dos mais comuns que afetam o sistema nervoso central, sendo 

caracterizado por uma alta taxa de recorrência e associado a um alto índice de mortalidade. 

No presente estudo foram investigadas as respostas das células de glioma ao tratamento com a 

cisplatina associada ao inibidor de PI3K (LY294002), sendo avaliadas, especificamente, a 

indução de morte celular nas células, as alterações na cinética do ciclo celular mediante os 

tratamentos, a expressão de proteínas importantes implicadas nessas respostas e ainda, a 

análise da expressão gênica em larga escala por meio da metodologia de cDNA microarrays. 

 

5.1. Morte celular induzida pela cisplatina e/ou LY294002 

As concentrações de cisplatina utilizadas (5 a 75 µM) reduziram drasticamente a 

sobrevivência das células de glioma, linhagens U343 e U87, após 24 h e cinco dias de 

tratamento. Adicionalmente, o tratamento das mesmas culturas com 50 µM de LY294002 foi 

capaz de aumentar o efeito antiproliferativo da cisplatina. Portanto, os resultados obtidos 

neste trabalho mostraram que as células U343 e U87 sofreram uma maior diminuição na 

sobrevivência celular após o tratamento com a cisplatina associada ao inibidor LY294002.  

Skladanowski et al. (2007) mostraram que o tratamento com cisplatina associada a 

wortmanina ou a LY294002 causou um aumento de aproximadamente quatro vezes na 

citotoxicidade comparativamente ao tratamento com a cisplatina sozinha. O tratamento com 

LY294002 inibiu significativamente o crescimento de células A172 e T98G (glioblastoma), 

LNCaP (adenocarcinoma de próstata) e T24 (carcinoma de bexiga) (Fujiwara et al., 2006). 

Um outro trabalho mostrou que a adição de LY294002 reduziu a fração de clones 

sobreviventes em todas as doses de radiação testadas em culturas de células de glioma U251 

(Nakamura et al., 2005). Esses autores, portanto, demonstraram um efeito sinérgico entre o 

inibidor de PI3K LY294002 e a radiação ionizante em células de glioma. Por outro lado, Ohta 

et al. (2006) mostraram que wortmannina, um outro conhecido inibidor de quinases PI3K, 

aumentou a eficiência da cisplatina em um modelo de câncer de ovário in vivo. Dessa forma, 

há evidências de que o emprego de inibidores de PI3K em combinação com a ação da 

cisplatina pode fornecer uma estratégia mais eficaz relativamente ao tratamento isolado com 

um único agente antitumoral.  

O tratamento combinado (cisplatina e LY294002) levou a um aumento na freqüência 

de células apoptóticas (linhagem U343). Entretanto, esse efeito em termos de morte por 
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apoptose não foi observado na linhagem U87 sob as mesmas condições de tratamento, 

indicando respostas distintas entre as linhagens de glioma, que mostram diferentes 

constituições genéticas. A apoptose induzida pela cisplatina é um evento tardio, iniciando 3-4 

dias após o tratamento (Brozovic et al., 2004). No presente trabalho, verificou-se um pico de 

células apoptóticas (51%) em 72 h de exposição à droga (linhagem U343). 

Embora o tratamento com a cisplatina associada ao inibidor LY294002 não tenha 

aumentado significativamente a freqüência de apoptose nas células U343, a porcentagem de 

células apoptóticas induzidas pelo tratamento combinado foi maior (51%) que o tratamento 

somente com a cisplatina (43%). Entretanto, Lee et al. (2005) mostraram que LY294002 

causou um aumento significativo na morte celular induzida pela cisplatina em células de 

câncer de ovário resistentes a esse antitumoral. Já os resultados de Shingu et al. (2003) 

demonstraram que o tratamento com etoposide, cisplatina e BCNU em combinação com 

LY294002 não induziram um aumento na fragmentação do DNA (característica da apoptose) 

quando comparada com a resposta de cada agente sozinho. A administração de LY294002 

potencializou a indução de morte pela cisplatina em células T24 (carcinoma de bexiga), mas 

não em células de glioma T98G (Fujiwara et al., 2007).  

Apesar da praticamente ausência de indução de apoptose, as células da linhagem U87 

apresentaram uma redução no número de células viáveis após o tratamento com a cisplatina, 

conforme observado nos testes de sobrevivência celular avaliado 24 e 120 h após o tratamento 

com a droga. Esses testes avaliam a quantidade de morte total sofrida mediante um 

determinado tratamento sem, no entanto, discriminar entre os tipos de morte. De forma 

semelhante, os resultados obtidos em células U87 irradiadas revelaram uma baixa indução de 

apoptose após 24, 48 e 72 h, mesmo em doses elevadas (dados do laboratório, não 

publicados).  

Os resultados aqui apresentados estão de acordo com os dados de Nigro et al. (2007), 

que mostraram que a perda da clonogenicidade após a exposição em cultura à radiação e 

cisplatina não está associada com a indução de apoptose. Russell et al. (2003) também 

encontraram resultados semelhantes em linhagens de neuroblastoma, ou seja, a extensão da 

morte celular por apoptose não corresponde com a redução da clonogenicidade.  

 

5.3. Expressão Protéica 

Com base na hipótese de que a interferência na via de sinalização mediada por PI3K e 

DNA-PK pode potencialmente alterar as respostas ao dano no DNA, o efeito do LY294002 

combinado à cisplatina foi analisado em termos de alvos moleculares que participam dos 
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mecanismos de sinalização do dano e reparo das lesões induzidas no DNA. Desta forma, 

foram testadas algumas proteínas envolvidas nas respostas às lesões induzidas no material 

genético, como TFIIHp80, SAPK/JNK, PCNA, TP53, ATR, CHK1 e γH2AX. 

No presente trabalho, a expressão da proteína TFIIHp80 foi observada em todos os 

tratamentos empregados, com exceção do tratamento combinado de cisplatina e LY294002 

por 24 h, indicando que nesse tempo, o tratamento associado provavelmente interferiu de 

forma crítica no processo de transcrição. O fator de transcrição humano IIH (TFIIH) consiste 

de 10 subunidades. XPB, XPD (p80), p62, p52, p44, p34, e p8/TTDA formam o “core” do 

complexo, enquanto cdk7, MAT1, e ciclina H formam o sub-complexo “cdk-activating 

kinase” (CAK), ligado ao “core” via XPD (Coin et al., 2007). 

O NER é a principal via de reparo utilizada para a remoção de lesões no DNA geradas 

pela maioria dos insultos ambientais e drogas terapêuticas. Defeitos na maioria das proteínas 

do NER, como XPA, XPB, XPD, XPF e XPG levam a uma elevada sensibilidade das células 

a muitos agentes causadores de dano no DNA (Colton et al., 2006). De acordo com Aloyz et 

al. (2002), a superexpressão de XPD em células de glioma SK-MG-4 levou à resistência à 

cisplatina, devido provavelmente a uma acelerada remoção dos crosslinks induzidos por essa 

droga. 

A helicase XPD, um componente do fator de transcrição TFIIH, participa do 

desenrolamento do DNA para permitir a transcrição gênica pela RNA polimerase II e/ou a 

remoção das lesões do DNA (induzida por uma variedade de agentes genotóxicos, como UV e 

drogas anticâncer) pelo NER (Aloyz et al., 2002). A expressão de XPD nas células não 

tratadas é justificável pelo fato de o complexo TFIIH ser requerirido para o início da 

transcrição. A atividade ATPase de XPD não é necessária para o recrutamento do complexo 

para os sítios de dano, embora ela seja necessária para o reparo do DNA. Além disso, 

mutações na atividade ATPase de XPB ou XPD resultaram na incapacidade de remoção das 

lesões no DNA (Oksenych et al., 2009).  

 A ocorrência de danos no DNA resulta na ativação de muitas vias de sinalização, entre 

elas a via das MAPKs (Mitogen-activated protein kinases), a qual normalmente regula 

diversos processos vitais, como metabolismo, sobrevivência, mitose e apoptose. Em células 

de mamíferos há três grupos de MAPKs: SAPK/JNKs, p38 e ERKs. SAPK/JNK está 

envolvida na sobrevivência celular, transformação oncogênica, crescimento, diferenciação e 

morte celular (Brozovic e Osmak, 2007). 

Neste trabalho, SAPK/JNK se expressou em todas as condições de tratamentos 

empregados. Em 2 a 6 h após a exposição à cisplatina, foi verificada uma ativação de 
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SAPK/JNK relativamente menor que nos demais tempos. Brozovic et al. (2009) mostraram 

que células CL-V5B que são supersensíveis a cisplatina sofreram uma ativação atenuada de 

SAPK/JNK nos tempos iniciais (2 a 6 h) após o tratamento com a cisplatina. Além disso, foi 

verificada uma fosforilação inicial diminuída de SAPK/JNK em resposta à exposição ao 

agente MMS em células deficientes para DNA-PKcs (Fritz e Kaina, 2006). 

Após 24 e 48 h de tratamento foi observada uma redução nos níveis de expressão das 

células tratadas comparado às não tratadas no mesmo período. Esse resultado é compatível 

com a correlação observada entre a ativação decrescida dessas MAPKs e a indução de 

apoptose pela cisplatina em linhagens tumorais (Benhar et al., 2001; Mandic et al., 2001). 

Além disso, a inibição da atividade de kinases de estresse por inibidores específicos reduz a 

morte celular mediada pela cisplatina (Benhar et al., 2001). Entretanto, Brozovic et al. (2004) 

demonstraram a ativação de SAPK/JNK após o tratamento de células de carcinoma cervical 

(HeLa) com a cisplatina, sendo que essa ativação foi visível até 72 h após a exposição à 

droga. De acordo com os autores, as células que adquiriram resistência à cisplatina 

apresentaram uma reduzida ativação de SAPK/JNK comparados à linhagem parental (não 

resistente). Nessa linhagem, a ativação de SAPK/JNK foi relacionada à apoptose induzida 

pela cisplatina enquanto a sua atenuação se associa à resistência à droga. Potapova et al. 

(1997) mostraram a ativação de SAPK/JNK em células de glioma (linhagem T98G) em 

resposta ao tratamento com a cisplatina, sendo que essa ativação foi requerida para o reparo e 

sobrevivência após o dano induzido pela cisplatina. 

No presente trabalho, a combinação de cisplatina + LY294002 induziu um aumento de 

50% na expressão de SAPK em 24 h, comparado ao observado para a cisplatina sozinha. Tal 

efeito provavelmente não deve estar associado à sinalização para apoptose, que ocorreu mais 

tardiamente. Entretanto, deve-se ressaltar que houve um leve efeito do inibidor sozinho em 

todos os tempos estudados, de 2 a 48 h. Tomita et al. (2003) demonstraram que o inibidor de 

PI3K wortmanina, em alta concentração, aumentou a fosforilação de SAPK/JNK causada por 

raios-X, sendo que essa ativação foi prolongada até 4 h após a irradiação. Sidhu et al. (2001) 

demonstraram que o tratamento de hepatócitos com wortmanina ou LY294002 causou a 

fosforilação de SAPK/JNK e p38MAPK. Assim, a ativação ou não da via SAPK/JNK deve 

depender dos tipos celulares, além das condições de tratamento, já que existem trabalhos na 

literatura mostrando que a via SAPK/JNK participa da apoptose induzida pela cisplatina ou 

que a ativação dessa via em resposta a cisplatina promove a sobrevivência celular (Cepeda et 

al., 2007). 
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Foi verificado que PCNA se expressou em todos os tratamentos empregados 

(cisplatina, cisplatina + LY294002 e LY294002) e em todos os tempos de colheita (2, 6, 24 e 

48 h), mas em geral, as células tratadas apresentaram um declínio na expressão 

comparativamente às não tratadas, fato que pode estar relacionado com o estado proliferativo 

das células. As células tratadas com cisplatina apresentaram uma expressão reduzida de 

PCNA, comparada aos demais tratamentos, sendo esta redução mais acentuada no tempo de 6 

h, situação em que se verificou uma ação do inibidor de forma moderada. Em tempos mais 

tardios, 24 e 48 h após o tratamento, foi observado que tanto a cisplatina como o inibidor, 

testados isoladamente, reduziram a expressão de PCNA, indicando que esta proteína foi 

sensível ao tratamento. 

A íntima associação de PCNA com quinases envolvidas na maquinaria do ciclo celular 

indica que esta possui um papel regulatório na progressão do ciclo celular. Além disso, tem 

sido demonstrado que PCNA é um componente integral de diversas vias de reparo do DNA, 

tais como NER (nucleotide excision repair), BER (base excision repair) e MMR (mismatch 

repair) (Balajee e Geard, 2001).  

O papel mais importante de PCNA na duplicação e reparo do DNA parece residir na 

sua interação com as DNA polimerases, estimulando a sua processividade (Chang et al., 

2006; Wood et al., 2007; Hashiguchi et al., 2007). Assim, PCNA é um fator de 

“processividade” necessário para promover a síntese de DNA, com funções críticas durante a 

duplicação e na tolerância ao dano (Chang et al., 2006; Wood et al., 2007); essas funções 

dependem da sua interação com muitas outras proteínas relacionadas à metilação do DNA, 

regulação do ciclo celular, metabolismo da cromatina, coesão entre cromátides-irmãs e 

apoptose, além do papel central na regulação de atividades de reparo e duplicação do DNA 

nas células normais. 

Os resultados obtidos quanto à expressão reduzida de PCNA nas células tratadas com 

a cisplatina são compatíveis com tais informações da literatura e indicam que os efeitos da 

combinação da droga ao inibidor LY294002 são associados a uma queda nos níveis de 

expressão de PCNA.   

Um dos mais críticos componentes na resposta ao dano no DNA é a proteína TP53, 

com funções de bloqueio do ciclo celular, reparo do DNA e indução de apoptose. Em 

condições normais, os níveis desta são baixos devido à atividade de muitas ubiquitina ligases 

como MDM2. Em resposta às lesões no DNA, TP53 é liberado desse controle e se acumula 

em altos níveis, o que resulta na transcrição de genes alvos (Boehme et al., 2008). O 

mecanismo primário pelo qual TP53 media a apoptose ocorre pela ativação transcricional e 



 48

repressão de diversos genes alvo. Vários pesquisadores têm identificado um número de genes 

apoptóticos que são seus alvos transcricionais, como os genes PUMA, p21 e caspases (Jiang e 

Dong, 2008). 

Embora as vias de sinalização que levam à ativação de TP53 em resposta à cisplatina 

sejam ainda pouco compreendidas, as lesões no DNA (aductos) induzidas pela mesma são 

diretamente responsáveis pela ativação de TP53 (Siddik, 2003; Norbury e Zhivotovsky, 

2004). Em geral, este dano pode ser detectado por várias proteínas quinase (como ATM, 

ATR, DNA-PK, CHK1, MAPK) que por sua vez estabilizam TP53 através de modificações 

pós-tradução, levando à sua ativação (Jiang e Dong, 2008). 

Park et al. (2006) mostraram que a cisplatina causou um acúmulo de TP53 em células 

de glioblastoma A172. Segundo os autores, a expressão dessa proteína é essencial para o 

efeito tóxico da cisplatina em células de glioblastoma. A cisplatina também causou um 

aumento da expressão de TP53 após 8 e 24 h de exposição nas células H12.1 e 1411HP 

(tumor de células germinativas testiculares), de acordo com Dietrich et al. (2008). 

Similarmente, no presente trabalho, foi verificado que TP53 fosforilado na serina 15 se 

expressou nas células U343 tratadas com a cisplatina e no tratamento combinado de cisplatina 

e LY294002 nos tempos de 3, 24 e 48 h (observado por Western blot e imunofluorescência); 

no tempo de 3 h a expressão de TP53 foi menor comparada ao tempo de 24 h. O tratamento 

somente com o LY294002 não induziu a expressão dessa proteína em nenhum momento 

analisado. Entretanto, Xing et al. (2008) mostraram que LY294002 aumentou a expressão de 

TP53 e PUMA em células SGC7901 (câncer gástrico).  

Pabla et al. (2008) observaram que TP53 é ativada em tempos iniciais (2 a 4 h) após o 

tratamento com cisplatina, e que o nível dessa proteína aumentou com o tempo. No presente 

trabalho, foi observado que TP53 foi ativado após 3 h de tratamento com a cisplatina, e essa 

ativação se acentuou em 24 h de tratamento. Esses resultados indicam que, juntamente com a 

cisplatina, LY294002 pode induzir citotoxicidade nessas células por meio da ativação de vias 

de sinalização mediada por TP53.  

Há evidência de que a ativação inicial de TP53 pela cisplatina em células 

renotubulares é responsável por levar as células à apoptose (Pabla et al., 2008). Assim, no 

presente trabalho, a indução de TP53 após 24 e 48 h de tratamento com a cisplatina deve 

possivelmente mediar o bloqueio das células nos checkpoints G1/S, sinalizando em direção à 

ativação das vias de reparo do DNA, ou alternativamente à apoptose. A importância da 

atuação de TP53 na resposta à cisplatina é bem demonstrada pelo fato de que a sua inativação 
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contribui para a hipersensibilidade, assim como para a resistência à cisplatina, dependendo do 

tipo de célula tumoral (Dietrich et al., 2008). 

Conforme já abordado, as células respondem ao dano no DNA por acionarem 

mecanismos de bloqueio do ciclo celular, reparo do DNA ou morte celular. As proteínas 

relacionadas à PI3K ATM, ATR e DNA-PK são as principais sensoras iniciais das lesões que 

estimulam as respostas celulares subseqüentes. Em face às lesões no DNA ou estresse 

genotóxico, essas proteínas quinase são recrutadas no sítio do dano, formando foci nucleares, 

seguido pelo recrutamento e ativação de outras moléculas de sinalização, incluindo CHK1 e 

CHK2, podendo acarretar em um bloqueio do ciclo celular ou apoptose. Vale lembrar que 

essas proteínas podem fosforilar e ativar TP53. ATR é geralmente ativado em resposta à UV e 

a agentes que bloqueiam a forquilha de duplicação, enquanto que ATM é ativado 

primariamente por DSBs (revisado em Myers et al., 2009). Entretanto, ATR também pode ser 

ativada diretamente em resposta às DSBs. Nesse caso, as quebras-duplas são removidas para 

gerar DNA de fita simples, às quais a proteína RPA se liga, facilitando o recrutamento de 

ATR para o sítio de quebra. Por sua vez, ATR especificamente fosforila CHK1 (Tomimatsu et 

al., 2009). Pabla et al. (2008) mostraram que a proteína ATR é ativada durante o tratamento 

de células renais com cisplatina. ATR tem um papel crucial na estabilização do genoma 

durante a duplicação do DNA e é essencial para a sobrevivência celular (Shiotani e Zou, 

2009).  

Stiff et al. (2004) mostraram que LY294002 é capaz de inibir a DNA-PK, enquanto 

ambos ATM e ATR permanecem ativos. No presente trabalho, o tratamento com a cisplatina 

sozinha e associada ao LY294002 levou a um aumento da expressão de ATR (24 h após o 

tratamento), sugerindo a participação dessa proteína na fase de percepção do dano causado 

pela cisplatina. Em concordância com essa observação, Yazlovitskaya e Persons (2003) 

mostraram que a cisplatina aumentou a expressão de ATR.  

CHK1 desempenha diversos papéis na resposta ao dano no DNA, incluindo inibição 

da progressão de forquilhas de duplicação e estabilização de forquilhas bloqueadas, bem 

como a inibição de novas origens de duplicação. Cruet-Hennequart et al. (2009) verificaram 

que H2AX e CHK1 são fortemente ativadas em células expostas à cisplatina. Pabla et al. 

(2008) e Lewis et al. (2009) também mostraram que CHK1 é fosforilada na ser317 em 

resposta ao tratamento com a cisplatina. Evidências sugerem que CHK1 ser317 é um 

substrato específico de ATR (Stiff et al., 2006).  

A histona H2AX é uma variante da histona H2A envolvida na manutenção da 

estabilidade genômica. A indução de DSBs nas células aciona a sua fosforilação, a qual é 
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mediada por ATM, ATR e /ou DNA-PK, sendo que a forma fosforilada da H2AX é 

denominada γH2AX (Huang et al., 2004). A presença de γH2AX também foi relacionada com 

a fragmentação do DNA controlada por caspases no processo de apoptose (Hsiao et al., 2007). 

Rebbaa et al. (2006) demonstraram que o tratamento com cisplatina causou a ativação de 

H2AX em células de glioma associada com a indução de caspase 3. Os autores sugerem que 

H2AX ativada pode ser um evento inicial na via apoptótica iniciada pela exposição a agentes 

que causam danos no DNA. Portanto, DSBs geradas no curso da fragmentação do DNA em 

células apoptóticas também induzem a fosforilação de H2AX (Huang et al., 2004).  

A fosforilação de H2AX ocorre imediatamente após a geração de quebras no DNA e 

media a formação de aglomerados de proteínas no sítio do dano, os chamados foci de resposta 

ao dano no DNA. A formação de foci de γH2AX também ocorre após a parada da forquilha 

de duplicação e quebras de fita simples no DNA. Neste caso, a fosforilação de H2AX é 

dependente de ATR, e não de ATM (Fragkos et al., 2009). No presente trabalho, foram 

detectados foci de γH2AX nas células U343 tratadas, tanto com a cisplatina quanto com a 

combinação de cisplatina e LY294002, por meio da técnica de imunofluorescência. A análise 

visual permitiu verificar um leve aumento na quantidade de foci nas células tratadas com 

cisplatina+LY294002, o que poderia indicar uma maior quantidade de lesões secundárias 

(DSBs) induzidas pela cisplatina.  

Conforme trabalho de Brozovic et al. (2009), é pertinente que ATR esteja envolvida 

na fosforilação de H2AX induzida pela cisplatina, já que essa droga induz crosslinks no DNA, 

os quais são potentes lesões bloqueadoras da duplicação. Ademais, esses autores mostraram 

um aumento na fosforilação de H2AX, bem como no número de foci de γH2AX após 16 a 24 

h de exposição à cisplatina. Aparentemente, o processamento errôneo das lesões primárias 

causadas pela cisplatina pode ter resultado na formação de DSBs que acionaram a geração de 

foci de γH2AX nos tempos tardios (24 h). Foi também demonstrado  que foci de γH2AX são 

formados em células expostas à cisplatina (Olive e Banath (2009) e  à radiação ionizante 

associada ao LY294002 (Fuhrman et al., 2008). 

A ativação de H2AX em resposta à cisplatina foi consistente com a formação de 

quebras no DNA. Segundo Cruet-Hennequart et al. (2009), uma forte indução da fosforilação 

de H2AX ocorreu em 24 e 36 h após o tratamento com cisplatina, possivelmente devido a um 

colapso nas forquilhas de duplicação quando as células tentaram progredir através da fase S 

na presença de danos não reparados.  

 

5.4. Expressão Gênica por cDNA Microarrays  
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Os estudos de expressão gênica em larga escala são capazes de fornecer uma enorme 

quantidade de informações a repeito da ativação ou repressão de importantes genes 

participantes da resposta ao estresse causado pelo emprego de um agente antitumoral, como a 

cisplatina, por exemplo, havendo a possibilidade de analisar centenas ou milhares de genes 

atuando simultaneamente em uma dada situação. Uma grande variedade de classes de genes 

pode ser estudada, relacionadas a vários processos, tais como controle do ciclo celular, reparo 

do DNA, apoptose, transdução de sinal, metabolismo, entre outras classes envolvidas nas 

respostas celulares aos danos causados pelos agentes anticâncer (Sakamoto-Hojo et al., 2003; 

Sakamoto-Hojo et al., 2006; Duale et al., 2007; Bassi et al., 2008; Fachin et al., 2009; 

Carminati et al., in press). Os perfis de expressão gênica correspondem a assinaturas globais 

que refletem o estado biológico de um tumor ou os mecanismos de patogênese envolvidos, 

podendo ser empregados como marcadores para o uso em diagnóstico e tratamento (Furnari et 

al., 2007).  

A seguir serão discutidos os genes significativamente modulados (FDR < 0,05) nas 

células U343 em resposta aos tratamentos empregados (cisplatina e/ou LY294002). Cada uma 

das comparações realizadas gerou perfis de expressão gênica e os genes pertencentes a cada 

uma das comparações foram agrupados de maneira hierárquica. As funções relacionadas a 

cada classe de genes também serão discutidas juntamente, de acordo com as análises pelo 

FatiGO, SOURCE e DAVID-NIH. 

 

5.5. Perfis de expressão gênica em resposta à cisplatina 

O agrupamento hierárquico dos genes modulados pela cisplatina em comparação ao 

controle nos revelou um conjunto de genes envolvidos principalmente com os processos de 

reparo do DNA, apoptose, ciclo celular, resposta ao estresse e adesão celular. A cisplatina 

causou a modulação de um total de 108 genes (28 induzidos e 80 reprimidos) após 24 h de 

tratamento. O gene BIRC2 é um inibidor de apoptose também conhecido por cIAP1. O nível 

de proteínas anti-apoptóticas BIRC no citosol desempenha um papel importante na inibição 

de caspases durante a apoptose (Karmakar et al., 2007). MALT1 controla a ativação de 

caspase 8, favorecendo a proliferação em relação à apoptose (Kawadler et al., 2008). 

A superexpressão de CUGBP2 resultou em um aumento da apoptose em células HCT-

116 (câncer de colo) mediada pela ativação de caspase 3 (Subramaniam et al., 2008).  

Adicionalmente, a expressão do gene CUGBP2 foi elevada em células de câncer de colo 

(linhagem HT-29) expostas a UV ou radiação gama (Mukhopadhyay et al., 2003). 

Similarmente, a expressão de CUGBP2 foi aumentada nas células U343 tratadas com a 
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cisplatina comparadas ao controle. BTG2, um gene alvo de TP53, tem sido implicado em 

diversos processos celulares, como ciclo celular, proliferação e apoptose (Zhang et al., 2009). 

Semelhantemente aos nossos resultados, o tratamento de células de câncer de próstata com 

flutamida elevou a expressão de BTG2 (Wang et al., 2005).  

A cisplatina causou a modulação de vários genes relacionados ao processo de reparo 

do DNA, como é o caso do gene POLH (ou XPV), o qual se apresentou induzido pela 

cisplatina. Este gene codifica a polimerase eta, que representa um importante determinante 

das respostas celulares à cisplatina (Albertella et al., 2005). A polimerase eta é capaz de 

duplicar o DNA na presença dos crosslinks 1,2-d(GpG) induzidos pela cisplatina (Wang e 

Lippard, 2005; Alt et al., 2007). Mutações no gene POLH causam um aumento extremo na 

predisposição ao câncer de pele (Ziv et al., 2009). 

O gene RAD51D faz parte do reparo homólogo (HR) e é crítico para a manutenção da 

integridade cromossômica e para o acurado reparo de quebras duplas e crosslinks intercadeia 

(ICLs, interstrand crosslinks) (Smiraldo et al., 2005). A linhagem celular de hamster 51D1 

(deficiente para RAD51D) apresentou uma elevada sensibilidade ao agente causador de 

crosslink mitomicina C (Evans et al., 2008). A cisplatina causa crosslinks no DNA, e a 

remoção das lesões causadas por essa droga também envolve o reparo homólogo. Além disso, 

foi observada a formação de foci nucleares contendo RAD51 em resposta a uma variedade de 

agentes que causam danos no DNA, como a cisplatina (Cruet-Hennequart et al., 2009). No 

presente trabalho, a cisplatina diminuiu a expressão de RAD51D (parálogo de RAD51) nas 

células U343, o que está relacionado com a sensibilidade dessas células ao tratamento com a 

cisplatina, sugerindo uma repressão do HR neste caso. INTS3 codifica uma proteína que 

regula o recrutamento de RAD51 para o sítio de quebras no DNA (Skaar et al., 2009). A 

cisplatina diminuiu a expressão de INTS3 nas células U343. 

A repressão de CAV1 sensibilizou células de tumor de próstata a apoptose, enquanto 

que a superexpressão de CAV1 tornou essas células resistentes a apoptose (Karam et al., 

2007). Foi verificado que a expressão de CAV1 em células de carcinoma oral resistentes à 

cisplatina foi diminuída comparada à linhagem parental (Nakatani et al., 2005). De um modo 

geral, o papel de CAV1 na apoptose permanece controverso (Zhao et al., 2009). A repressão 

de CAV1 também foi verificada por PCR em tempo real. 

EGFR é superexpresso em aproximadamente 40-50% dos glioblastomas. Essa 

desregulação de EGFR pode contribuir para a natureza maligna dos gliomas de alto grau por 

estimular o crescimento tumoral, migração e invasão (Loew et al., 2009; Drappatz et al., 

2009; Lu et al., 2009). A sinalização EGFR promove ativação da via PI3K e crescimento e 
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sobrevivência tumoral. (Lu et al., 2009). Dessa maneira, EGFR é considerado um alvo para a 

terapia anticâncer, uma vez que inibidores de EGFR causaram uma inibição do crescimento 

de tumores e aumentaram a atividade de diversas drogas citotóxicas. Em resposta à cisplatina, 

o EGFR tem sido relacionado com a ativação de membros da família MAPK, por exemplo 

(Muscella et al., 2009).  

 

5.6. Perfis de expressão gênica em resposta ao tratamento combinado (cisplatina e 

LY294002) 

A modulação de genes envolvidos com apoptose também foi detectada nas células 

U343 em resposta à cisplatina associada ao LY294002. CASP8AP2, FOXO3A  e PHLDA2 

foram induzidos enquanto BPY2IP1, YWHAZ (14-3-3 zeta) e PRKCD  foram reprimidos pelo 

tratamento. A caspase CASP8AP2 atua na indução de apoptose via FAS (Imai et al., 1999). 

FOXO3A é um mediador relevante dos efeitos antiproliferativos induzidos pela cisplatina em 

células de câncer de colo (Fernandez de Mattos et al., 2008). Resultados similares aos nossos 

foram encontrados em células de câncer de mama (MDA-MB-468) e pâncreas (Panc-1), nas 

quais a inibição de PI3K por LY294002 sensibilizou as células à morte celular induzida pela 

cisplatina (Fernandez de Mattos et al., 2008). A ativação de FOXOA3 e a inibição de PI3K 

cooperam para limitar a proliferação das células (Lei e Quelle, 2009). 

PHLDA2 participa da via apoptótica mediada por FAS (Qian et al., 1997). MAPS1 

(BPY2IP1) media a comunicação entre o citoesqueleto de microtúbulos e a mitocôndria, 

especialmente no controle da morte celular (Wegrzyn et al., 2009). A diminuição da 

expressão de YWHAZ (14-3-3 zeta) sensibilizou as células à apoptose induzida por estresse 

(Niemantsverdriet et al., 2008). O gene PRKCD codifica a proteína quinase C delta, que 

possui um papel multifuncional em vários processos, incluindo inibição do cresimento, 

diferenciação e apoptose (Katakura et al., 2009).   

O padrão alterado de expressão de genes envolvidos no mecanismo apoptótico 

causados pelo tratamento com cisplatina e LY294002 pode estar implicado na 

quimiossensibilidade, conforme os resultados observados nos ensaios de sobrevivência celular 

e frequência de indução de apoptose. Duale et al. (2007) encontraram muitos genes 

relacionados à apoptose em tumores de células testiculares após a exposição à cisplatina, 

sugerindo a sensibilidade dessas células aos agentes quimioterápicos.  

Alguns genes relacionados com o ciclo celular e proliferação celular apresentaram a 

expressão alterada em resposta à cisplatina associada ao LY294002 como os genes CDC14A, 

SESN1 e CCNG1 (induzidos) e SRPK2, MAPK6, GAS2L1, TSC1 e CREBL2 (reprimidos). A 
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regulação do ciclo celular tem uma função importante na proliferação, apoptose e 

diferenciação das células. CDC14 é um regulador da progressão do ciclo celular em células 

eucarióticas (Hansen et al., 2008). A inibição da expressão de SESN1 resultou em aumento do 

bloqueio do ciclo celular (Kopnin et al., 2007). Similar aos nossos resultados, linhagens 

linfoblastóides apresentram uma expressão elevada de SESN1 após a irradiação (Zschenker et 

al., 2006).  

 A família de proteínas SRPK desempenha um papel na progressão do ciclo celular. 

Foi observado que a diminuição de SRPK2 causou um bloqueio na fase G1 do ciclo celular 

resultando na diminuição da proliferação, embora a superexpressão de SRPK2 

substancialmente aumentou a fase G2/M (Jang et al., 2009). MAPK6 (ou ERK3) pode atuar 

como regulador negativo da progressão do ciclo celular, uma vez que a superexpressão de 

MAPK6 causou um bloqueio na fase G1 em vários tipos celulares (Hansen et al., 2008). 

TSC1 atua na regulação da via de sinalização PI3K, inibindo mTOR (mammalian target of 

rapamycin), desse modo regulando o ciclo celular, adesão e crescimento celular (Napolioni e 

Curatolo, 2008). Portanto, o estado de repressão desse gene é condizente com a inibição de 

PI3K por LY294002. 

Vários genes envolvidos no processo de adesão e migração celular também foram 

significativamente modulados, como por exemplo, os genes FAT4, CDH5, S100P, MLLT4 e 

LAMC1 (induzidos) e os genes MYH9, LAMC3, BTBD9, CDH13, BCAN, MSN, ADAM12, 

STOML2, COL20A1, SPP1 e LRRN5 (reprimidos). Adesão celular e moléculas de adesão 

desempenham um papel importante na progressão tumoral (Zohrabian et al., 2007). Uma das 

mais distintas características dos gliomas é o padrão de crescimento invasivo, o que impede a 

remoção cirúrgica total. A capacidade de infiltrar no parênquima cerebral normal adjacente 

está intimamente associada ao processo de adesão celular (Giese et al., 2004). 

S100P sensibilizou células de câncer de ovário a carboplatina e paclitaxel in vitro 

(Wang et al., 2008), enquanto que a diminuição da expressão desse gene contribuiu para a 

resistência ao paclitaxel nas mesmas células (Gao et al., 2008). A expressão alterada de 

CDH13 parece estar relacionada à tumorigênese e invasão de tumores (Piperi et al., 2009). 

ADAM12 está envolvido na progressão tumoral e sinalização intracelular (Jacobsen e Wewer, 

2009; Markowski et al., 2009), e a superexpressão desse gene já foi descrita em gliomas 

(Kodama et al., 2004). STOML2 é frequentemente superexpresso em células tumorais e está 

envolvido na regulação do crescimento e adesão celular (Zhang et al., 2006). SPP1 aumentou 

a resistência à cisplatina em linhagem de câncer de pulmão (SBC-3) (Gu et al., 2009). As vias 

de sinalização induzidas pela ativação de moléculas de adesão diminuem a sensibilidade de 
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diferentes tipos celulares a vários agentes que causam estresse citotóxico como a cisplatina 

(Cimbora-Zovko et al., 2007), dessa forma, aumentando a resistência à droga.  

Esses resultados demonstram a capacidade de a cisplatina alterar a expressão de genes 

envolvidos nos processos de adesão celular, migração e, portanto, no avanço e crescimento 

tumoral. O mecanismo de diminuição da progressão tumoral pode ser considerado uma via 

adicional da cisplatina para contra-atacar o desenvolvimento e progressão do tumor, uma vez 

que a modulação de genes de adesão pode, também, aumentar a sensibilidade aos antitumorais 

por alterar a interação entre células e droga, ao nível do micro-ambiente tumoral. Na verdade, 

já foi verificado que a interação dos tumores com os seus micro-ambientes influência o 

comportamento das células, levando a alterações drásticas na forma celular, afinidade de 

ligação, respostas celulares e também aumentando a resistência à apoptose (Westhoff et al.,  

2008). 

Consequentemente, um entendimento das relações moleculares entre as células de 

glioblastoma e os seus micro-ambientes constitui um aspecto relevante na busca por novos 

alvos moleculares, uma vez que o contexto celular anormal pode contribuir para a formação e 

progressão do tumor. Interessantemente, o tratamento com a cisplatina associada ao inibidor 

LY294002 modulou significativamente a expressão de 18 genes envolvidos nos processos de 

adesão e migração celular, em comparação ao tratamento somente com a cisplatina, que 

causou a alteração transcricional de apenas 5 genes envolvidos nos mesmos processos. 

Portanto, o LY294002 associado à cisplatina influenciou de forma mais pronunciada os perfis 

transcricionais das células U343, visto que o número total de genes modulados também foi 

maior nas células expostas à cisplatina e LY294002 (274 genes contra 108), principalmente 

em relação aos genes envolvidos na adesão e migração celular.  

 

5.7. Perfis de expressão gênica em reposta ao inibidor LY294002 

O agrupamento hierárquico dos genes modulados somente pelo tratamento com o 

inibidor LY294002 comparativamente ao controle (sem tratamento) revelou apenas alguns 

genes (33 no total) cuja expressão foi significativamente alterada, sendo que a maioria deles 

(27) se apresentou reprimidos pelo tratamento; em contrapartida, somente 6 genes foram 

induzidos pelo LY294002. As funções ou processos biológicos aos quais esses genes estão 

associados são principalmente os seguintes: adesão celular, reparo do DNA, apoptose e 

regulação da transcrição. Desse conjunto podemos destacar os genes ITGB2 (induzido), 

PRKDC, RAD52, DUSP22 e  MAPK6 (reprimidos). 
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ITGB2 está relacionado com apoptose e resistência à quimioterapia. Esse gene é 

expresso em uma variedade de células e parece ter um papel principal na invasão e migração 

celular (Daigeler et al., 2008). O gene PRKDC, o qual codifica DNA-PK, mostrou-se 

reprimido após exposição ao LY294002, um inibidor de DNA-PK (Okayasu et al., 2003; Stiff 

et al., 2004). A expressão diminuída desse gene foi adicionalmente verificada por PCR em 

tempo real. O gene RAD52 atua no reparo homólogo, enquanto que DUSP22 está envolvido 

preferencialmente nas vias JNK (c-JUN n-terminal kinase) e p38MAPK, desempenhando um 

papel na apoptose e proliferação celular. Muitos membros da família DUSP foram relatados 

como responsivos à radiação ionizante em fibroblastos e em linfócitos in vitro (Fachin et al., 

2009). A repressão de DUSP22 e RAD52 foi observada também por PCR em tempo real. 

MAPK6 (ou ERK3), conforme discutido anteriormente, tem um papel na regulação negativa 

da progressão do ciclo celular (Hansen et al., 2008). Portanto, podemos observar que o 

LY294002 exerceu um efeito bastante modesto em relação à quantidade de genes modulados, 

diferentemente do ocorrido quando o mesmo foi associado à cisplatina.  

 

5.8. Perfis de expressão gênica em resposta à cisplatina comparada ao LY294002  

A comparação entre os genes modulados após a exposição à cisplatina em relação aos 

modulados somente pelo tratamento com o inibidor LY294002 forneceu um agrupamento 

hierárquico contendo 163 genes significativamente modulados. Desses, 69 genes foram 

induzidos, enquanto 94 foram reprimidos. Neste agrupamento encontram-se genes 

relacionados principalmente com os processos de morte celular, reparo do DNA, ciclo celular, 

regulação da transcrição, metabolismo, adesão celular e proliferação.  

DCLRE1C ou Artemis é um fator envolvido na recombinação V(D)J e reparo via 

NHEJ (nonhomologous end joining) de quebras-duplas. Além disso, Artemis também tem um 

papel na regulação do checkpoint G2/M do ciclo celular induzido por danos no DNA (Morio e 

Kim, 2008). Proteínas envolvidas no reparo NHEJ tais como Ku70, XRCC4 e Artemis são 

fosforiladas por DNA-PK (Abe et al., 2008). Entretanto, o papel de Artemis no HR é 

independente de DNA-PK (Beucher et al., 2009). Muitos trabalhos relacionam Artemis às 

respostas das células à radiação ionizante, entretanto, pouco ainda é conhecido sobre o seu 

envolvimento nas repostas à cisplatina. Esse gene foi reprimido pelo tratamento com a 

cisplatina comparada ao LY294002. 

RAD51AP1, que codifica uma proteína de interação à RAD51, é especificamente 

requerido não somente para as respostas celulares aos agentes causadores de crosslinks 

intercadeia (como a cisplatina), mas também a outros agentes indutores de DSBs, incluindo 
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radiação ionizante e camptotecina. A diminuição de RAD51AP1 aumentou a sensibilidade de 

células HeLa ao tratamento com cisplatina e mitomicina C (causadores de crosslinks) e 

radiação ionizante (Modesti et al., 2007). RAD51AP1 participa do HR por meio de interações 

com a proteína RAD51 (Modesti et al., 2007; Wiese et al., 2007). No presente estudo, 

RAD51AP1 apresentou-se reprimido pela cisplatina.  

FEN1 está envolvida na duplicação do DNA, reparo e manutenção da estabilidade 

genômica (Liang et al., 2005; Yang et al., 2009). Essa enzima tem sido relacionada a vários 

mecanismos de reparo do DNA, incluindo BER, NER e NHEJ. Foi demonstrado que FEN1 

participa do reparo dos danos causados pela cisplatina, e que o recrutamento de FEN1 é 

dependente de BRCA1. A indução desse gene pela cisplatina é condizente com as 

informações sobre o papel de FEN1 no reparo dos das lesões induzidas por essa droga (Spiro 

e McMurray, 2003). A indução desse gene também foi verificada por PCR em tempo real. 

DNA-PK, já discutida anteriormente, é requerida para o reparo de quebras-dupla do DNA por 

meio da via NHEJ e para a manutenção dos telômeros (Muller et al., 2007). Recentemente, 

um estudo estabeleceu um papel para DNA-PK na resposta celular aos danos induzidos pela 

cisplatina e na determinação da sensibilidade celular à essa droga (Djmek et al., 2009). Os 

nossos resultados de expressão gênica diferencial mostraram que a expressão do gene 

PRKDC, o qual codifica DNA-PK, foi aumentada após a exposição à cisplatina, em 

comparação ao tratamento somente com o LY294002, denunciando, portanto, uma indução 

desse gene em resposta aos danos causados pela cisplatina. Por outro lado, a associação da 

cisplatina ao inibidor causou uma repressão de PRKDC e uma maior sensibilização celular. 

 

5.9. Perfis de expressão gênica em resposta ao tratamento combinado comparado ao 

tratamento somente com cisplatina 

Neste agrupamento analisamos os genes modulados pelo tratamento combinado 

(cisplatina e LY294002) em relação aos genes modulados apenas pela cisplatina. Nesta 

situação, todos os genes (18 no total) foram induzidos. Dentre eles, destacamos os genes com 

papel no processo de adesão celular (MLLT4) e reparo do DNA (RAD51AP1). MLLT4 está 

envolvido na conexão entre as proteínas associadas à membrana e o citoesqueleto de actina 

(Zhang et al., 2005). RAD51AP1, conforme discutido anteriormente, participa do reparo 

homólogo por codificar uma proteína de interação à RAD51 (Modesti et al., 2007). Esses 

resulados sugerem novamente um efeito modesto do LY294002, já que nesta comparação 

podemos observar o efeito apenas do LY294002 na associação. 
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5.10. Perfis de expressão gênica em reposta ao tratamento combinado em relação ao 

LY294002 

Neste agrupamento foram analisados aqueles genes modulados pelo tratamento 

combinado (cisplatina e LY294002) comparados aos genes modulados apenas pelo 

LY294002. Os genes de reparo do DNA modulados nesse agrupamento foram os seguintes: 

XRCC6 (ou KU70) e FANCF (induzidos), e DCLRE1C (Artemis), RAD51L3 (RAD51D), 

BTG2, POLH e PRKDC (DNA-PK) (reprimidos). Vários desses genes já foram discutidos 

anteriormente, pois estavam presentes em outros agrupamentos. Apenas o gene XRCC6, foi 

exclusivo desse agrupamento. XRCC6 foi induzido pelo tratamento com a cisplatina associada 

ao LY294002. As proteínas Ku estão envolvidas na manutenção dos telômeros, apoptose e 

transcrição gênica, mas foram primariamente associadas com o reparo dos danos no DNA. O 

heterodímero Ku, formado pelas subunidades Ku70 e Ku86 se associa com a subunidade 

catalítica da DNA-PK (conhecida por DNA-PKcs) para formar a proteína quinase dependente 

de DNA, a DNA-PK. Já foi previamente mostrado que Ku é capaz de se ligar ao DNA 

modificado pela cisplatina (Turchi e Henkels, 1996; Djmek et al., 2009). 

A seguir, serão discutidos os genes relacionados ao processo de apoptose. Uma vez 

que a apoptose é considerada um mecanismo primário de indução de morte celular pela 

cisplatina, seria plausível a obtenção de um grande número de genes envolvidos direta ou 

indiretamente com o processo de apoptose nas células expostas a esse agente. Muitos genes 

implicados nesse processo foram modulados, entretanto, somente serão discutidos os genes 

exclusivos dessa comparação, como PLSCR3 (ou PLS3), BAT3 (induzidos) e NACA, PAWR e 

BZRP (reprimidos).  

A fosfolipídio escramblase 3 (PLS3) está localizada na mitocôndria e parece atuar 

sinalização apoptótica. Foi verificado que PLS3 acentua a apoptose induzida por TRAIL por 

aumentar a liberação de fatores apoptogênicos e ativar a caspase 9, levando à ativação e 

amplificação da caspase 3 e da cascata de caspases downstream (Ndebele et al., 2008). BAT3 

interage e regula a estabilidade e localização de AIF (fator indutor de apoptose) após estresse 

no retículo endoplasmático (Desmots et al., 2007). Interessantemente, BAT3 é considerado 

um novo substrato para caspase 3 (Wu et al., 2004). Foi sugerido que NACA participa da 

regulação do complexo FADD (Fas-associated death domain) (Stilo et al., 2003), possuindo 

papel importante na proliferação celular e apoptose, dependendo do contexto celular e do 

estímulo. 

PAWR é uma proteína pró-apoptótica que induz apoptose nas células sensibilizando-

as contra a ação de múltiplos estímulos pró-apoptóticos (Acharya et al., 2009). Alguns 



 59

estudos mostraram a modulação desse gene por agentes antineoplásicos incluindo a cisplatina 

(Al-Romaih et al., 2007; Duale et al., 2007; Daigeler et al., 2008). BZRP é uma proteína do 

poro de transição de permeabilidade mitocondrial (MPT) fortemente expressa em gliomas e 

está envolvida na regulação da apoptose e proliferação celular. Os níveis de expressão dessa 

proteína já foram correlacionados com a malignidade do tumor (Rechichi et al., 2008). 

A indução de apoptose na linhagem U343 foi verificada em células tratadas com a 

cisplatina, sendo que o LY294002 associado à cisplatina acentuou esse efeito indutor de 

apoptose. A expressão alterada dos genes com papel no processo de morte celular 

mencionados acima é condizente com os dados citológicos apresentados, sob as mesmas 

condições de cultivo e tratamento. Também foram modulados genes relacionados com o ciclo 

celular (MAP2K6) e proliferação (BIN1 e CAMLG). p38 MAPK, o qual está relacionado a 

uma variedade de funções celulares como inflamação, câncer, proliferação celular e resposta a 

agentes antitumorais, é controlado por duas MAPKKs, conhecidas como MKK3 e MKK6 

(MAP2K6) (Galan-Moya et al., 2008). Evidências sugerem que MKK6 é o principal ativador 

de p38 MAPK em resposta à cisplatina (Losa et al., 2003; Galan-Moya et al., 2008). Por 

outro lado, a expressão de MAP2K6 já foi correlacionada à resistência ao tratamento com a 

cisplatina (Zhang et al., 2006). 

O aumento da expressão de BIN1 aumentou os efeitos citotóxicos da doxorubicina, 

sugerindo que BIN1 poderia atuar como um supressor de metástase e quimiossensibilizador 

(Zhong et al., 2009). Cassimere et al. (2009) observaram um aumento  dos níveis da proteína 

BIN1 na presença de diversos agentes quimioterápicos, incluindo etoposide, adriamicina e 

cisplatina.. Esses dados sugerem que a maquinaria celular sensível ao dano no DNA induziu a 

expressão do gene BIN1, que pode contribuir para a indução de apoptose, conforme também 

verificado no presente trabalho.  

CAMLG (ou CAML) é requerida para o movimento adequado das cromátides-irmãs 

para os pólos opostos durante a anáfase. Portanto, CAML é considerado um novo gene de 

instabilidade cromossômica (Liu et al., 2009). Dado o elo entre instabilidade cromossômica e 

câncer, será de grande importância examinar futuramente a possibilidade de um defeito em 

CAML estar diretamente relacionado à oncogênese. 

Alguns trabalhos baseados em análise de expressão gênica em larga escala 

apresentaram um conjunto de genes alvos do gene TP53 modulados em resposta ao 

tratamento com a cisplatina em diferentes linhagens celulares (Kerley-Hamilton., et al., 2005; 

Li et al., 2007). Dentre os genes diferencialmente expressos, alguns deles também foram 

modulados em resposta à cisplatina nas células U343, conforme os resultados aqui 
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apresentados. Os genes responsivos ao TP53 observados foram: POLH, CCNG1, BTG2, 

SESN1, TRIM22 e CAV1, todos relacionados com a resposta ao dano no DNA. Em conjunto, 

esses dados podem auxiliar a compreensão da influência de TP53 nas respostas à cisplatina 

nas diferentes linhagens celulares. 

A adesão celular foi um processo mais freqüentemente associado aos genes 

significativamente modulados neste trabalho. Conforme discutido anteriormente, a adesão 

celular permite e promove processos biológicos tais como crescimento, sobrevivência, 

migração e metástase. Além disso, a adesão celular media a resistência a drogas em diversos 

tipos de tumor, diminuindo a eficiência da radioterapia, quimioterapia ou terapia combinada 

com inibidores. Conforme os alvos moleculares se tornem conhecidos e, além disso, os 

compostos específicos se tornem disponíveis, tem sido cogitada a estratégia de tratamento 

“anti-adesão”. No entanto, ainda poucas drogas com essa especificidade encontram-se 

disponíveis (Schmidmaier e Baumann, 2008). 

As vias de reparo do DNA (incluindo HR, NHEJ, NER) também foram ativadas ou 

reprimidas em reposta aos tratamentos utilizados neste estudo, evidenciado pelo número de 

genes de reparo significativamente modulados. Interessantemente, a cisplatina associada ao 

LY294002 modulou de maneira negativa uma maior quantidade de genes de reparo, 

comparativamente aos outros tratamentos. Adicionalmente, muitos genes implicados na morte 

celular por apoptose também apresentaram uma expressão alterada de acordo com o 

tratamento empregado (cisplatina e/ou LY294002). Esses resultados mostraram a modulação 

da resposta ao dano no DNA ao agente antitumoral cisplatina e ao inibidor de PI3K (DNA-

PK) LY294002.  

Coletivamente, nossos dados com as linhagens MO59K e MO59J indicam que a 

DNA-PK é um determinante crítico da sobrevivência celular após exposição à cisplatina, 

sendo que a falta de um bloqueio em S nas células MO59J é provavelmente  responsável pelo 

aumento da morte celular após o tratamento com a cisplatina. 

A cisplatina é um agente quimioterápico clinicamente útil que causa danos no DNA e 

induz uma cascata de eventos de sinalização que pode acionar um bloqueio no ciclo celular, 

apoptose e reparo do DNA. De acordo com os resultados aqui apresentados, foi observado um 

leve bloqueio no ciclo celular (fase S), indução de apoptose, ativação de proteínas envolvidas 

no controle do ciclo celular (CHK1 e TP53) e reparo das lesões induzidas pela cisplatina 

(ATR), além de marcadores de quebras duplas no DNA (γH2AX) e genes de reparo sendo 

ativados, mostrando a alta complexidade da organização das respostas celulares aos danos no 

DNA causados pela cisplatina. Na verdade, um estudo recente identificou mais de 700 
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proteínas que são fosforiladas em resposta a danos no DNA, mostrando uma rede de proteínas 

altamente ramificada que é orquestrada e regulada por modificações pós-traducionais 

(Matsuoka et al., 2007). 

Em conclusão, as vias de reparo do DNA provêem alvos interessantes para sensibilizar 

as células tumorais a tratamentos anticâncer, embora os agentes a serem empregados devam 

ser cuidadosamente selecionados de acordo com o background genético específico de cada 

linhagem celular (Ortiz et al., 2008). Há forte evidência de que a DNA-PK possa 

desempenhar um papel vital na ativação de vias de sinalização intracelular em resposta aos 

danos induzidos no DNA pela radiação ionizante e drogas antitumorais. Visto que os 

componentes do complexo DNA-PK são em geral, superexpressos nas células cancerosas, a 

inibição farmacológica da DNA-PK constitui uma estratégia promissora no campo da terapia 

molecular, na tentativa de aumentar a eficiência da radio- e quimioterapia, minimizando o 

comprometimento das células normais. Além disso, a DNA-PK constitui um alvo molecular 

promissor para o tratamento dos gliomas, visto que essa proteína apresenta múltiplos papéis 

funcionais associados com a proteção da estabilidade genômica e reparo do DNA (Sakamoto-

Hojo e Balajee, 2008), o que a torna um ótimo alvo terapêutico. 
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