1. INTRODUCAO

1.1 Resisténcia a Mdltiplas Drogas
Cancer é uma das principais causas de mortalidade no Brasil e no mundo e, de
acordo com o Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA)
estima-se mais de 570 mil novos casos de cancer para o0 ano de 2014 (Fonte: Ministério

da Saude, Estimativas 2014: Incidéncia de Cancer no Brasil, 2014).

De maneira geral, o tratamento utilizado em pacientes com cancer engloba
excisdo cirargica local, radioterapia local, quimioterapia e/ou imunoterapia, dependendo
da origem da doenca. No entanto, a resposta a terapia varia entre os pacientes, que ou
respondem de forma completa ou parcial, de forma transiente ou ndo respondem. Ao
que se refere a quimioterapia, um dos principais fatores relacionados a falha terapéutica
do cancer é o desenvolvimento da resisténcia molecular aos farmacos que sdo utilizados
no tratamento, como antraciclinas, taxanos, vinca alcaloides, epipodofilotoxinas,
antraquinonas, inibidores tirosina quinase (GOTTESMAN 2002; LAGE 2008).

A resisténcia intrinseca ou adquirida pelas células neoplésicas a diferentes
classes de quimioterapicos, que ndo estdo relacionados em sua estrutura ou funcdo, €
classicamente definida como o fendmeno de resisténcia a maltiplas drogas (MDR). A
MDR foi inicialmente identificada entre o final da década de 60 e década de 70 quando
alguns estudos verificaram que células neoplasicas apresentavam resisténcia cruzada a
antibidticos e quimioterapicos (KESSEL et al., 1998; KESSEL & WODINSKY 1968;
BIEDLER & RIEHM 1970).

Embora a MDR esteja comumente associada a expressdo aumentada de
proteinas pertencentes a familia de transportadores ABC, do inglés ATP binding
Cassette, atualmente sabe-se que outras alteracdes moleculares também contribuem para
a quimiorresisténcia em neoplasias. Os fatores que favorecem o fendtipo de resisténcia
incluem diminuicdo do influxo e aumento do metabolismo de drogas, alteragdes da via
de morte celular, aumento do reparo do DNA, altera¢bes nos checkpoints que ocorrem
durante o ciclo celular, alteracdes nas vias de sinalizacdo intracelular, entre outros.
Sendo assim, a MDR é considerada um fendtipo de resisténcia multifatorial (LAGE,
2008; GILLET & GOTTESMAN 2010).
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Figura 1.1. Mecanismos de resisténcias a drogas em células neoplasicas. Células neoplésicas
podem evadir ao tratamento com quimioterapicos, através do aumento do efluxo de drogas,
diminuicdo do influxo de drogas, aumento nos mecanismos de reparo do DNA, alterag¢des na via
de morte celular, alteragdes nos checkpoints do ciclo celular, aumento do sequestro vesicular ou
aumento do metabolismo de drogas. (Adaptado de GONG et al., 2012).

1.1.2 Transportadores ABC

Como mencionado anteriormente, o fendtipo MDR estd majoritariamente
associado a superexpressao de proteinas transmembranas pertencentes a familia de
transportadores ABC. Essas proteinas apresentam homologia estrutural, e sequéncias
conservadas que permitem interagdo com diferentes classes de substratos. Através da
energia gerada pela hidrolise do ATP, tais substratos sdo transportados para fora da
célula. No que se referente ao cancer, alguns membros da familia de transportadores
ABC interagem com quimioterapicos e, consequentemente, a concentracdo intracelular
Otima do farmaco ndo é atingida. Em humanos, foram descritos 48 membros da familia
ABC sendo estes, divididos em sete subfamilias, ABCA — ABCG (DEAN et al., 2001,
GOTTESMAN et al., 2002; SZAKACS et al., 2006, GILLET et al., 2007).

As proteinas da familia ABC transportam ativamente, ou atuam como canais de
transporte, a diversos substratos como ions, agucares, aminoacidos, lipidios, metabolitos

enddgenos, toxinas, antibidticos, carcindgenos e drogas antitumorais, 0 que as tornam



essenciais no contexto fisiolégico. Assim, algumas doencas estdo associadas a
alteracOes dessas proteinas, por exemplo, fibrose cistica (ABCC7), Doenga de Tangier
(ABCA1) e Sindrome de Dubin-Johnson (ABCC2) e adrenoleucodistrofia (ABCD1),
(GOTTESMAN & AMBUDKAR, 2001). Na Figura 1.2 estdo exemplificados alguns
membros da familia ABC que estdo relacionadas ao desenvolvimento da resisténcia a
maltiplas drogas em células neoplésicas. Dessas, destacam-se as proteinas
ABCB1/Pgp/MDR1 (glicoproteina P), ABCC1l/MRP1 e ABCG2/MXR/BCRP
(GOTTESMAN & AMBUDKAR, 2001; GOTTESMAN, 2002).
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Figura 1.2. Transportadores ABC associados & resisténcia a multiplas drogas em
neoplasias. A Figura ilustra os membros da familia de transportadores ABC que estdo
associados a resisténcia aos quimioterapicos em neoplasias. (Adaptado de ROSS & DOYLE,
2004).

1.1.2.1 Glicoproteina P

A glicoproteina P (Pgp) foi o primeiro membro da familia dos transportadores
ABC a ser identificado, sendo o mais estudado no que se refere a MDR em neoplasias.
A Pgp foi descrita em 1976 quando Juliano & Ling identificaram a presenca de uma

glicoproteina, na superficie de células de camundongos resistentes que alterava a



permeabilidade a drogas. Em 1983, Kartner e colaboradores demonstraram que 0
aumento da expressdo de Pgp em células tumorais estava fortemente correlacionado ao
desenvolvimento da resisténcia a drogas. Além disso, Ueda e colaboradores (1987)
superexpressaram 0 cDNA da Pgp em células sensiveis de carcinoma humano e em
células de fibroblasto de camundongo. Em seus resultados foi verificado que a Pgp
conferiu fenotipo de resisténcia a diferentes classes de quimioterapicos. A tabela 1

exemplifica algumas classes de quimioterapicos que podem ser transportados pela Pgp.

O gene da Pgp - MDR1/ABCB1 - apresenta 28 éxons e esta localizado no
cromossomo 7qg21. Estruturalmente esta glicoproteina consiste de 1280 aminoacidos
com 170 kDa de uma estrutura duplicada, no qual cada metade contém um dominio de
ligacdo a nucleotideo (NBD) e seis dominios transmembrana hidrofébicos (TDMs). Sdo
seis loops na regido extracelular, sendo o primeiro glicosilado. Os dominios NH2 e
COOH terminais, assim como os NBDs estdo localizados na parte intracelular. Cada
NDB possui dois motivos consensos (Walker A e Walker B) que sdo responsaveis pela
ligagdo e hidrélise do ATP. A regido citoplasmatica de ligacdo entre os Walkers da
proteina é o principal sitio de fosforilacdo (C motif) (Figuras 1.3 e 1.4) (SHILLING et
al., 2006).
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Figura 1.3. Representacdo esquematica da Glicoproteina P (Pgp). Estruturalmente a Pgp
contém na regido N-terminal seis dominios transmembrana, com trés loops extracelular (TDM1)
e na regido C-terminal outros seis dominios transmembranas formando também trés loops
extracelular (TDM2). Ha dois motivos consensos (Walker A e Walker B), responsaveis pela
hidrolise do ATP nas regites chamadas de NDB1 e NDB2 (Nucleotide-Binding Domain) e uma
regido citoplasmatica, alvo de fosforilagdo chamada C motif. (Adaptado de ZHOW 2008).



Tabela 1: Drogas antitumorais substratos para Glicoproteina P.

Classe Farmaco

Antraciclinas Doxorrubicina
Daunorrubicina
Epirrubicina

Idarrubicina

Epipodofilotoxinas Etoposideo

Teniposideo

Vinca alcaloides Vincristina
Vimblastina

Vinorelbina

Taxanos Paclitaxel

Docetaxel

Inibidores de Quinase Imatinibe
Flavoperidol
Mitoxantrona
Tamoxifeno

Mitomicina

(Adaptado de STAVROVSKAYA & STROMSKAYA, 2008).
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Figura 1.4. Representacdo esquematica da atividade Glicoproteina P (Pgp). O processo de
translocacg&o inicia-se pela ligacdo simultdnea do farmaco e do ATP ao sitio NDB. Mediante a
ligacdo do farmaco e do ATP, ocorre a hidrolise de duas moléculas de ATP: a primeira para a
translocacdo do farmaco e a segunda para a reconstituicao conformacional da Pgp. (Adaptado de
ZINZI et al., 2014).

Embora descrita em uma condicdo aberrante, a Pgp também se apresenta
expressa em condicBes fisioldgicas, como: membranas epiteliais de células da mucosa
do trato gastrointestinal; superficie apical do tabulo proximal das células dos rins;
membrana canalicular dos hepatdcitos; células endoteliais dos capilares cerebrais e
testiculares; placenta; cortex adrenal; e células-tronco hematopoiéticas, além de
linfocitos T e B, e células natural killer. Em relacéo a funcdo fisiolégica da Pgp, sugere-
se protecdo contra compostos potencialmente tdxicos que sdo encontrados na corrente
sanguinea. Estudos com camundongos knockout para o gene mdrl demonstraram que
estes animais eram viaveis e férteis. Entretanto, o uso de medicamentos naturais
agonistas de receptores cerebrais causa maior acimulo do farmaco levando a morte
desses camundongos. Além disso, acuimulo de substratos da Pgp no trato
gastrointestinal, em camundongos knockout para mdrl sugere a importancia dessa

bomba de efluxo no controle da biodisponibilidade dessas substancias. Por fim, a



hipersensibilidade a xenobioticos de camundongos knockout para o gene mdrl,
confirmam a importancia dessa proteina na protecdo do organismo contra toxinas
(LOWN et al., 1997; FROMM, 2004; SARKAD et al., 2006; LUURTSEMA et al.,
2010).

1.1.2.2 Glicoproteina P e a resisténcia em neoplasias

A falha na resposta ao tratamento de vérios tipos de cancer esta relacionada,
dentre outros fatores, com a elevada expressdo de Pgp, e seu papel como fator
prognostico tem sido amplamente discutido na literatura. Assim, de acordo com
Gottesman e cols. (2002) a superexpressdo da Pgp, e consequentemente, o fendtipo
MDR séo fatores preditivos da faléncia ao tratamento em diversas neoplasias, sendo
ainda correlacionados a menor taxa de remissdao em leucemias agudas, sarcomas,

neuroblastoma e canceres de ovario e mama.

A correlagdo entre a expressao e a atividade da Pgp com o desenvolvimento de
células tumorais resistentes tem sido abordada em vérios estudos. Em cancer de pulmao
de pequenas células (SCLC), foi relatado que a expressdo da Pgp correlaciona-se a uma
pior resposta a quimioterapia com cisplatina e etoposideo (YEH et al., 2005). A
expressao de Pgp como fator de mau prognostico em neoplasias também foi confirmada
em carcinoma de células escamosas da laringe. Nesse estudo, Shen e cols. (2011)
verificaram que das 98 amostras de pacientes com cancer de laringe, 41,8%
expressavam Pgp e estas ainda foram correlacionadas a uma menor taxa de apoptose

sendo considerada como um fator preditivo para progresséo do tumor.

Em leucemia miel6ide aguda (LMA) a superexpressao e a atividade da Pgp estdo
associadas a um pior prognoéstico na doenga refrataria e na recaida ap6s o tratamento
(SHAFFER et al., 2012). Em um estudo com uma coorte de 72 pacientes, verificou-se
que aproximadamente 35% dos pacientes abaixo de 60 anos e 71% acima de 60 anos
expressavam Pgp nas células blasticas (LOURENCO et al., 2008). Além disso, em um
estudo realizado por Patel e cols. (2013), 11 amostras pareadas de pacientes com LMA,
que foram obtidas na ocasido do diagnostico e na recaida, foram submetidas a um array
com 380 genes envolvidos com a MDR. Os autores verificaram que em cinco pacientes
a Pgp estava superexpressa apos a recaida. Também em estudo envolvendo pacientes

com leucemia linfocitica cronica (LLC) foi demonstrado que, concomitante, a



progressdo da doenca ocorreu 0 aumento da resisténcia a quimioterapicos que estava
relacionado a expressdo da Pgp, e consequentemente, a falha do tratamento
(SVOBODA-BEUSAN et al., 2000). Em outro estudo realizado com 41 pacientes com
linfoma difuso de grandes células B observou-se que a expressao da Pgp, em 37% dos
pacientes estava correlacionada a baixa taxa de remissdo completa, quando comparada
aos pacientes que ndo expressavam esta proteina transportadora (OHSAWA et al.,
2005).

Um estudo randomizado avaliou a relevancia da expressdo de Pgp em pacientes
com leucemia miel6ide crénica (LMC). Os autores observaram que a resposta a
citarabina e daunorubicina foi significativamente correlacionada a funcao e a expresséo
da Pgp, principalmente em pacientes na fase blastica da doenca (LIST et al., 2002).
Recentemente, nosso grupo avaliou a expressdo de Pgp em células de pacientes com
LMC. No estudo foi observada uma alta expressdo dessa proteina, independente da fase
clinica da doenca (cronica ou bléstica) (VASCONCELOS et al., 2011).

A correlacdo da superexpressdo da Pgp com o mau progndstico de diferentes
neoplasias gera o interesse de diferentes pesquisadores por estratégias que revertam o
fenotipo MDR. Uma das estratégias mais abordadas é a busca por moléculas que
interajam de forma a inibir a atividade de transportador da Pgp. A primeira geracao
desses inibidores, como a ciclosporina A (CsA) e o verapamil (VRP), ja eram utilizados
para outras indica¢fes clinicas. Os ensaios clinicos que utilizaram tais inibidores, nao
foram promissores por algumas razGes, como a falta de confirmacdo da expressdo da
Pgp nos tumores e toxicidade. A segunda geracédo de inibidores, como o PSC833 e VX-
710, também falharam em ensaios clinicos devido a interacdo farmacocinética dos
inibidores com os quimioterapicos. A coadministracdo dos farmacos elevava a dose
plasmética do quimioterapico, o que gerou a necessidade de reduzir a concentracdo do
quimioterapico e consequentemente, o tratamento com subdoses. Por outro lado, a
terceira geracdo de inibidores da Pgp, como tariquidar, zosuquidar, laniquidar, e ONT-
093 apresenta alta especificidade para Pgp. Especificamente, o tariquidar é altamente
especifico a Pgp em concentrag¢fes de escala nanomolar, no entanto, pouco especifico
no que se refere aos outros membros da familia de transportadores ABC que ndo estdo
envolvidos ao fenotipo MDR, o que desfavoreceu o0s resultados provenientes de ensaios
clinicos (para revisdo KIRTANE et al., 2013; ZINZI et al., 2014).



1.1.2.3 Aquisicéo do Fenotipo MDR via expressao da glicoproteina P

Diferentes hipdteses tém sido estabelecidas sobre o desenvolvimento do fenotipo
MDR mediante superexpressdo da Pgp (CALLAGHAN et al., 2008). Ja foi verificado,
que a Pgp pode promover o fendtipo MDR intrinsecamente, quando a célula neoplasica
é originada a partir de células que fisiologicamente expressam a Pgp. Assim, o tumor
apresenta o fenotipo de resisténcia desde o inicio de seu desenvolvimento (Figura 1.3A)
(FROMM 2004; AMBUDKAR et al., 2005). No entanto, a expressdo de Pgp pode ser
adquirida no decorrer do desenvolvimento da neoplasia, induzindo assim, a MDR de
forma extrinseca (Figura 1.3B). O proprio tratamento com quimioterapicos pode induz a
expressdo de Pgp promovendo a resisténcia a farmacos (AMBUDKAR et al., 2005;
HARMSEN et al., 2010). Esta hipdtese foi confirmada pelo nosso grupo em uma
publicacdo na qual verificamos que modificacOes relacionadas ao status da expressdo
Pgp causadas por diferentes quimioterapicos podem alterar o efeito induzido por um
farmaco especifico durante o tratamento de pacientes com LMC (VASCONCELOS et
al., 2011). Além disso, estudos in vitro também demonstram que a Pgp pode ser
induzida por quimioterapicos. Em outro estudo do nosso grupo foi verificado que o
farmaco vincristina é capaz de induzir resisténcia em linhagem de LMC, previamente

sensivel, através da superexpressdo de Pgp (SOUZA et al., 2011).

Outro mecanismo em que células Pgp-negativas tornam-se resistentes é através
do contato entre células. Levchenko e cols. (2005) demonstraram que células tumorais
resistentes, que expressam Pgp, sdo capazes de transferir Pgp para células sensiveis que
ndo expressam. A aquisicdo de Pgp ocorre atraves da transferéncia intercelular por
contato direto das membranas plasmaticas. Esses autores ainda verificaram que a
transferéncia de Pgp também ocorre através do contato entre células de origens
diferentes (Figura 1.4B).
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Figura 1.5. Modelos de aquisi¢do do fendtipo MDR causado pela Glicoproteina P (Pgp).
(A) Célula neoplasica é intrinsecamente resistente por originar-se de tecido que ja expressa Pgp.
(B) Célula neoplésica adquire resisténcia ap0s tratamento com quimioterapicos devido a
superexpressao da Pgp; ou adquire o fendtipo de MDR pela transferéncia intercelular da Pgp de
uma célula tumoral doadora que superexpressa esta proteina. (Adaptado de AMBUDKAR et al.,
2005).

Outro mecanismo em que células Pgp-negativas tornam-se resistentes é através
do contato entre células. Recentemente, Pasquier e cols. (2012) identificaram que
células tumorais resistentes, Pgp-positivas, quando em contato com células tumorais
sensiveis, Pgp-negativas, sdo capazes de projetar pequenos filamentos denominados
nanotubulos de membrana, ou citonemas. Tais nanotibulos medem 0,5 um de diametro

e transportam Pgp de uma célula para outra.

11231 Transferéncia intercelular da glicoproteina-P por microparticulas de

membranas.

Em 2009, Bebawy e cols. descreveram pela primeira vez que a expressao de Pgp
pode ser adquirida por células sensiveis, atraveés da transferéncia intercelular de
microparticulas de membrana (MPs) liberadas por células resistentes. Nesse estudo 0s
autores identificaram que células leucémicas liberam espontaneamente MPs de
membrana, que podem aderir a membrana de células ditas receptoras. Mediante esse

contato com as MPs, as celulas receptoras adquirem a expressdo de Pgp e
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consequentemente, passam a nao responder ao tratamento com quimioterapicos,
mostrando assim o fenétipo MDR (Figura 1.5). Em 2012, Jaiswal identificou a presenca
do RNA mensageiro (RNAm) da Pgp nas MPs.
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Figura 1.6. Aquisicdo do fendtipo MDR por transferéncia intercelular de microparticulas
(MPs) de membrana. (1) MPs sdo espontaneamente liberadas de células doadoras com
fendtipo de resisténcia, (2) carreiam Pgp das células que as originaram, (3) estas MPs ligam-se a
celulas receptoras sensiveis a drogas e (4) transferem Pgp que confere o fenétipo MDR.
(Adaptado de GONG et al., 2012).

As MPs sdo pequenas vesiculas derivadas do brotamento de membrana
plasmatica podendo variar de 0,1 a 2 uM de didmetro, derivadas do brotamento de
membrana plasmatica de diferentes tipos celulares. A liberacdo de MPs pode ocorrer em
condicdes distintas como ativacao, crescimento ou morte celular (apoptose), em células
saudaveis ou células com alterac@es fisioldgicas (PICCIN et al., 2007; COCUCCI et al.,
2009; EL ANDALOUSSI et al., 2013). Relacionado a biogénese das MPs ressalta-se o
aumento citosélico de Ca*? que promove alteracio na simetria da membrana plasmatica
através de ativacao de enzimas como escramblase e flopase e inibi¢do da enzima flipase.
A alteracdo mais evidente ativada neste processo é a exposicdo da fosfatidilserina (PS)
na superficie da membrana plasmaética e a liberacdo das MPs devido & degradacdo do
citoesqueleto atraves de protedlise dependente de céalcio (Figura 1.6) (HUGEL et al.,
2005).

Funcionalmente, as MPs favorecem a comunicacdo celular e parte do seu
contetdo é dependente do tipo celular que as originou. Por exemplo, em condigdes
fisioldgicas, as MPs originadas de células Gsseas favorecem a mineralizacdo do 0sso;
MPs originadas de células endoteliais parecem estar relacionadas a homeostase; MPs
derivadas de neur6nios e astrocitos contém fatores de crescimento e promovem a
resposta paracrina (HUGEL et al., 2005; MURALIDHARAN-CHARI et al., 2010).
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Além disso, a liberacdo de MPs também ja foi observada em células tumorais. Estudos
tém demonstrado que as MPs derivadas de células tumorais carreiam um conteido que
favorece diversas etapas da progressdo tumoral, como: angiogénese, escape do sistema
imune, degradacdo da matriz extracelular e metastase (LIMA et al., 2009; Van
DOORMAAL et al., 2009). Dentre as moléculas que as MPs derivadas de células
tumorais carreiam, estdo proteinas soluveis, &cidos nucléicos e proteinas
transmembranas (JAISWAL et al., 2012).
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Figura 1.7. Representacdo esquematica da formacdo de microparticulas (MPs) de
membrana. Para que ocorra a liberagdo de MPs ha o aumento da concentracéo intracelular de
Ca*?, que leva ativagio da flipase e escramblase e inibicdo da flopase levando a alteragbes na
assimetria da membrama, como a exposi¢do de fosfatidilserina. Dessa forma, ocorre a liberacao
das MPs devido & degradacéo do citoesqueleto pela protedlise dependente de Ca*?. (Adaptado
de HUGEL et al., 2005).
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1.1.3 Apoptose

O equilibrio entre a proliferacio e a morte das células que compde o0s
organismos vivos é essencial para varios processos fisioldgicos, incluindo as alteracdes
morfogenéticas durante o desenvolvimento embrionario, a organizacdo funcional do
sistema imunologico, a renovacao celular e a homeostase tecidual. Este balanco é
mantido e regulado rigidamente por um sistema de fatores de crescimento e fatores de
sobrevivéncia, e por fatores que atuam em vias de inibicdo do crescimento e induzem
morte celular. Dentre 0s processos que levam a morte da célula esta a apoptose, a qual é
mediada por vias de sinaliza¢do cuja ativacdo pode ser iniciada por uma variedade de
estimulos intracelulares e extracelulares. Células que estdo em processo apoptético
sofrem alteracBes morfoldgicas e moleculares, como a exposicdo de fosfatidilserina na
parte extracelular da membrana plasmatica, o rearranjo do citoesqueleto, colapso da
membrana nuclear, condensacdo da cromatina, fragmentacdo do DNA, diminuicdo do
volume celular, e formacdo de corpos apoptéticos que sdo eventualmente fagocitados
por macréfagos e outras células vizinhas (HACKER, 2000; NORBURY & HICKSON,
2001; GRIVICICH et al., 2007).

A apoptose € um evento regulado e sequencial, no qual a célula sofre um
processo de auto eliminacdo, sem liberar contetdos intracelulares nocivos. Diferentes
vias de sinalizacdo podem ser utilizadas nesse processo sendo a escolha, mediada de
acordo com a natureza do estimulo e o microambiente celular. AlteracGes na regulacédo
da apoptose podem contribuir no aparecimento de sindromes autoimunes, doencas
neurodegenerativas e cancer (FADEEL et al., 1999; GALLUZZI et al., 2007).

No céncer, diversas vias de sinalizagdo que controlam os processos celulares
tornam-se desreguladas promovendo, assim, a expansdo de clones malignos. Um dos
eventos que favorece a tumorigénese é o fato das células tumorais adquirirem
resisténcia a morte celular. Tal resisténcia ocorre por inimeros fatores, dentre eles a
perda da capacidade da ativacdo da apoptose (HANAHAN & WEINBERG, 2011).

1.1.3.1 Vias da Apoptose

A magquinaria apoptotica é composta por moléculas reguladoras e efetoras, sendo
que a maquinaria reguladora pode ser iniciada por duas principais vias ditas via
intrinseca, que depende de sintais intracelulares para sua ativacdo, e via extrinseca que

depende de sinais extracelulares dependentes de receptor para que haja sua ativagéo
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(Figura 1.6). Ambas levardo a ativacdo de proteases especificas (caspases), as quais
iniciardo uma cascata proteolitica que culminardo na morte da célula (GALLUZZI et
al., 2007). As caspases compreendem uma familia de cisteina-proteases que clivam
diferentes proteinas-alvo que apresentam uma sequencia de quatro peptideos adjacentes
a um residuo de acido aspartico. Tais proteases sdo sintetizadas na forma de zimogénios
inativos (procaspases) podendo ser ativadas por clivagem autoproteolitica ou por
clivagem mediada por outras caspases (DEMON et al., 2009). Caspases-2, -8, -9 e -10
sdo chamadas de caspases iniciadoras e caspases-3, -6 e -7 sdao chamadas de caspases
efetoras (VERMEULEN et al., 2005).

A via intrinseca da apoptose (via mitocondrial) inicia a partir de estimulos que
induzem estresse celular como quimioterapicos e radiagdo. Tais estimulos podem
induzir a perda do potencial da membrana mitocondrial levando a um aumento de
permeabilidade com consequente liberacdo de proteinas, como o citocromo c. Este
evento sinaliza para formacdo de um oligbmero - proteina Apaf-1 (fator apoptotico
ativador de protease 1) — o qual é formado por dominios CARD (dominio de
recrutamento de caspases) que permitem a ligacdo e a ativacdo de proteases, mais
especificamente a procaspase-9 (caspase iniciadora). Assim, a caspase-9 torna-se ativa,
e consequentemente, capaz de ativar outras caspases, ditas caspases efetoras (caspases-
3, -6 e -7) que irdo induzir a morte celular (DEGTEREV & YUAN, 2008). A partir da
permeabilizacdo da mitocondria também ocorre a liberacdo da endonuclease G que
contribui para fragmentacdo do DNA; AIF que ao translocar para o ndcleo inicia o
processo de condensacdo da cromatina; Smac/DIABLO e Omi/HtrA2 que atuam
inibindo outras proteinas capazes de inibir as caspases (LU et al., 2005).

A via extrinseca da apoptose € iniciada mediante ativacdo de receptores
proapoptdticos de membrana plasmatica, através da ligagdo de proteinas-ligantes
pertencentes a superfamilia do Fator de Necrose Tumoral (TNF). Esses ligantes, tais
como TNF-o, FasL e APOL2L/TRAIL, por exemplo, que sdo capazes de ligar-se aos
receptores de morte TNFR1, Fas e TRAIL-R1, DR4/TRAIL-R2, DRS5, respectivamente
(SHEIKH & HUANG, 2003). Apos a ligacdo do ligante, a transducdo de sinal inicia-se
com a di ou trimerizacdo dos receptores, e posterior recrutamento da molécula FADD
(dominio de morte associado a Fas) e das procaspase-8 e/ou -10, junto a regido
intracelular do receptor, o que forma um complexo proteico multimérico denominado
DISC (complexo de sinalizagdo que induz morte) (PETTER & KRAMMER, 2003). A

ativacdo de procaspase-8 (e/ou -10) ocorre no complexo DISC e dependente do estimulo
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pode ocorrer inducdo de dois tipos diferentes de sinalizacdo intracelular. Essas
diferentes sinalizacdes sdo caracterizadas pela geracéo de niveis altos (tipo 1) ou baixos
(tipo I1) de complexo DISC e consequentemente, ativacdo de caspase-8. A sinalizagéo
do tipo | leva a répida ativacdo de caspases efetoras (caspases-3, -6 e -7) e 0
comprometimento da célula a morte celular. A sinalizacdo do tipo Il necessita de uma
amplificacdo de sinal para ativar a apoptose (OZOREN & EL-DEIRY, 2002). Neste
caso, a caspase-8 cliva o dominio BH3 da proteina BID que na forma truncada (tBID),
transloca para a mitocéndria e ativa BAX (proteina X associada a Bcl-2) e BAK
(antagonista de Bcl-2/matador-1). Uma vez ativados, BAX e BAK atuam

permeabilizando a membrana externa da mitocondria e ativando a via mitocondrial

(descrita acima) a partir da liberacdo do citocoromo ¢ (BARNHART et al., 2003;

DEGTEREV & YUAN, 2008).
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Figura 1.8. Representacdo esquematica das vias intrinseca e extrinseca da apoptose. A
ligacdo de TRAIL aos seus receptores leva a sua trimerizacdo e o recrutamento do dominio de
morte (DD)-contendo proteinas adaptadoras (representado por FADD), e procaspases
iniciadoras. Tal complexo proteico é denominado DISC. Niveis elevados de caspase-8 leva a
ativacdo de caspases efetoras como a caspase-3, e consequentemente a apoptose. A ativacdo da
caspase-8 pode levar também a clivagem de BID na forma truncada tBID, o que promove a
formacédo oligomérica de BAK-BAX e transmissdo do sinal de morte da via extrinseca para a
via intrinseca. Uma vez que a via esta ativada, BAK e BAX homo-oligomeriza e formam poros
na membrana mitocondrial (OMM) o que permite a liberacdo do citocromo C (citC) e outros
fatores apoptdticos, o que resulta na formacdo do apoptossomo com ativacdo da caspase-9 e,
consequentemente, a cascata apoptdtica. O citC, APAF-1 e caspase-9 formam um complexo que
desencadeard na ativacdo das caspases efetoras. c-FLIP, proteina antiapoptética da via
extrinseca; Bcl-2, Bcl-XL e MCL1, proteinas antiapoptotica da via intrinseca; Noxa e PUMA,
proteinas que se ligam a membros antiapoptdticos; Smac/DIABLO, proteina proapoptotica;
IAPs, familia de proteinas inibidoras da apoptose. (Adaptado de KHAN et al., 2013).
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1.1.3.2 TRAIL

TRAIL (Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand) € uma
proteina de membrana tipo Il pertencente & familia TNF. Mediante processamento
proteolitico, TRAIL resulta em uma forma soltvel — ligante TRAIL (STRAIL) — a qual
pode ligar-se a receptores especificos e induzir a apoptose em diferentes tipos celulares.
TRAIL pode ligar-se a cinco diferentes receptores, sendo quatro receptores de
membrana e um receptor soltvel (Figura 1.7). Dentre os receptores de membrana, dois
deles — receptor de morte 4 (DR4) e receptor de morte 5 (DR5) — sdo considerados
receptores verdadeiros, pois atuam como receptores agonistas. DR4 e DR5 apresentam
um dominio citoplasmatico, o qual permite que TRAIL propague o sinal apoptotico. Os
outros dois receptores de membrana séo receptor do tipo decoy 1 (DcR1) e receptor do
tipo decoy 2 (DcR2), os quais TRAIL pode se ligar, porém sem ativar o sinal de morte,
uma vez que tais receptores ndo apresentam o dominio de morte intracelular (DcR1) ou
o0 apresentam uma forma truncada (DcR2). O receptor soltvel — osteoprotegerina (OPG)
— atua como um receptor antagonista devido a baixa afinidade de ligacdo ao TRAIL, no
entanto, este receptor atua na ativacdo de osteoclastos no remodelamento 6sseo de
maneira independente a ligacdo ao TRAIL (WILEY et al., 1995; FALSCHLEHNER et

al., 2007).
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Figura 1.9. Representacdo esquematica dos receptores de TRAIL (1) e da estrutura da
proteina TRAIL (2). A regido préxima ao residuo de cisteina 230 (cys230) contém o ion zinco
que € responsdvel pela integridade estrutural da molécula (Adaptado de
http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/GC_TNFSF10.html).
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A expressao de TRAIL ocorre principalmente em células do sistema
imunologico e estudos em camundongos knockout TRAIL-/- mostraram que 0s animais
sdo viaveis e ndo apresentam alteracbes hematoldgicas. Embora a expressdo do RNAm
seja identificada em diferentes tipos celulares como pulmdo, préstata e baco, a
expressao proteica ocorre apds estimulo das células do sistema imune, 0 que sugere um
papel para TRAIL na resposta imunoldgica. Alguns estudos ainda sugerem que TRAIL
contribui para a imunovigilancia contra o desenvolvimento de tumores primarios, pois a
neutralizacdo de TRAIL com anti-TRAIL em camundongos tratados com carcin6genos
é capaz de promover o desenvolvimento tumoral (CRETNEY et al., 2002; TAKEDA et
al., 2002; SMYTH et al., 2003).

TRAIL tem sido estudado como possivel agente terapéutico e ensaios in vitro e
in vivo demonstraram alta eficiéncia na inducéo da apoptose em vérias células tumorais,
enquanto as células normais apresentam baixas taxas de morte induzida por TRAIL
(ASHKENAZI et al., 1999). Referente aos ensaios clinicos, moléculas de TRAIL
recombinante agonistas aos receptores DR4 e DR5, e anticorpos monoclonais
humanizados anti-DR5 e anti-DR4 tem sido utilizados como monoterapia e terapia

combinada em neoplasias hematoldgicas e tumores solidos (DIMBERG et al., 2013).

1.1.3.3 Proteinas inibidoras da apoptose (1AP)

As |APs compreendem uma familia de proteinas identificadas a partir da
infeccdo de células do inseto Spodoptera frugiperda com baculovirus, cujo gene
baculoviral iap era transcrito em uma proteina capaz de promover a inibicdo da
apoptose. Desde sua identificacdo, homologos celulares tém sido identificados em
diferentes espécies. As proteinas XIAP, Survivina, c-IAP1, c-IAP2, NAIP, ML-IAP,
Apollon e ILP2 pertencem a familia das IAPs por compartilhar um ou mais dominios
chamados Baculoviral 1AP Repeat (BIR). Tal dominio permite a interacdo das IAPs
com proteinas-alvo, que controlam sua funcdo e a inibi¢do da atividade proteolitica das
caspases. Além do dominio BIR, em alguns membros da familia, ha o dominio RING,
com atividade ubiquitina-ligase (E3) e, uma vez em associa¢cdo com a enzima ativadora
de ubiquitina (E1) e com a proteina conjugadora de ubiquitina (E2), catalisa a
ubiquitinacdo de proteinas-alvo (resultando na degradacdo via proteassoma) como
proteinas envolvidas na apoptose e das proprias |APs. Outros dominios dos membros da
familia das IAPs estdo representados na Figura 1.7. A inibicdo das caspases pelas IAPs
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pode ocorrer de forma direta ou indireta, 0 que promove a interrupcao da via apoptotica
(SRINIVASULA & ASHWELL, 2008).
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Figura 1.10 Representacdo esquematica da organizacdo estrutural das proteinas
inibidoras da apoptose (IAPs). Oito proteinas comp8em a familia das IAPs em humanos:
neural apoptosis inhibitory protein (NAIP/BIRC1); cellular 1AP1(clAP1/BIRC2); cellular
IAP2(clAP2/BIRC3); X chromosome-linked IAP (XIAP/BIRC4); survivina (BIRC5); Apollon
(BIRC6); melanoma IAP (ML-IAP/Livin/BIRC7); e IAP-like protein 2 (ILP2/BIRC8). O
dominio BIR esta presente em todos os membros da familia das IAPs sendo este responsavel
pela interacdo das IAPs com proteinas-alvo e inibi¢do da apoptose. O dominio RING, presente
na regido carboxi-terminal de alguns membros, apresenta atividade ubiquitina-ligase; e o
dominio UBA pode ligar-se a monoubiquinina e a cadeias de poliubiquitinas. clAP1/2
apresentam o dominio CARD que favorece o recrutamento das caspases e algumas IAPs
apresentam dominios tnicos (Adaptado de FULDA & VUCIC, 2012).

O controle entre o estimulo apoptético e a inibicdo da apoptose ocorre também
através da regulacdo das IAPs. Diferentes proteinas atuam na inibicdo das IAPs
contribuindo para a morte da célula. As proteinas Smac/DIABLO e Omi/HtrA2
promovem a apoptose por se ligarem ao dominio BIR de alguns membros da familia das
IAPs atraves de seus dominios de ligacdo a IAPs (IBM), impedindo assim a inibigéo das
caspases. Além disso, Omi/HtrA2 também favorece a apoptose através de sua atividade
proteolitica contra proteinas-alvo. A proteina XAF1 (XIAP-associated factor 1), por
exemplo, também é capaz de impedir a inibicdo da apoptose através da interacdo direta
com as IAPs, exceto survivina (HUNTER et al., 2007; ARORA et al., 2007).

As IAPs tém sido bastante discutidas no contexto do cancer, uma vez que
proteinas dessa familia, principalmente survivina e XIAP encontram-se superexpressas
em diferentes neoplasias estando, assim, associadas a um prognostico desfavoravel
(SCOTT et al., 2005; FULDA & VUCIC, 2012).
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Em adultos e criangas com LMA de novo o0 aumento da expressao da XIAP esta
associado a diminuicdo da sobrevida comparado com o0s pacientes que expressam menor
nivel dessa proteina. Da mesma forma, o aumento da expressdo da XIAP esta associado
a histologia tumoral mais agressiva e a diminuicdo da sobrevida em pacientes com
carcinoma renal. Entretanto, em cancer cervical ndo ha indicacao que a XIAP atue como
um fator prognostico (SCHIMMER et al., 2006). A superexpressdao da XIAP em
pacientes com linfoma difuso de grandes células B (LDGB) parece estar relacionada a
uma pior resposta clinica (MURIS et al., 2005). No entanto, em trabalho conduzido pelo
nosso grupo nao foi observado associacdo da expressdo de XIAP com a sobrevida
global de pacientes com LDGB (FACCION et al., 2012). Outro estudo avaliou a
expressao proteica e do RNAm de XIAP em 51 pacientes com leucemia linfoblastica
aguda pediatrica (LLA). Os autores observaram alta expressdo proteica de XIAP e
verificaram associacdo com uma pior resposta a prednisona. In vitro, foi verificado que
a inibicdo de XIAP com Smac mimética resultou em aumento da taxa da apoptose
induzida por predinisona (HUNDSDOERFER et al., 2010).

Em estudo conduzido por Wang e cols. (2010a) a expressao de em amostras de
pacientes com carcinoma ductal invasivo de mama se correlacionou com um fenétipo
tumoral mais agressivo e com a diminuicdo da sobrevida global e sobrevida livre de
doenga. Em recente estudo conduzido por Xu e cols. (2014) a expressao de XIAP em
pacientes com cancer de mama correlacionou-se com o risco aumentado de recaida e
parece ser um fator preditivo para a reduzida sobrevida livre de recaida. Em cancer de
pulmdo de ndo pequenas células (NSCLC), outros autores corroboraram na
identificacdo do aumento da expressdao de XIAP, porém seu papel como fator
prognoéstico da doenca ainda ndo esta totalmente elucidado (FERREIRA et al., 2001;
HOFMANN et al., 2002). No entanto, Chen e cols. (2010) avaliaram amostras de 72
pacientes com NSCLC avancado e concluiram que XIAP ndo é fator preditivo para a

sobrevida desses pacientes.

Chen e cols. (2010) também avaliaram o papel da survivina como fator
prognostico de NSCLC avancado e verificaram que a baixa expressao dessa proteina foi
associada a uma melhor resposta a quimioterapia. Outro trabalho avaliou a relagéo da
expressao da survivina com as caracteristicas clinicas e progndstico de pacientes com
NSCLC. A anélise de 62 amostras de pacientes por imuno-histoquimica mostrou que a

survivina esta relacionada ao desenvolvimento, invasdo e metastase desse subtipo de
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cancer de pulméo (GAO et al., 2012). Além disso, dados recentes da literatura sugerem
que a presenca do RNAm de survivina presente em sangue circulante de pacientes com
NSCLC contribui para uma pior resposta ao tratamento com inibidores de EGFR (SHI
et al.,, 2014). O RNAm de survivina circulante também foi associado a uma pior
resposta a quimioterapia e uma menor sobrevida livre de progressao em pacientes com
NSCLC (DU et al., 2014).

O papel da survivina no cancer tem sido bastante estudado, uma vez que sua
expressdao nao é detectdvel em células normais (apenas em tecido com alta taxa
proliferativa). Além disso, a expressdo survivina tem sido observada como aumentada
em diferentes neoplasias, sendo sua expressdo associada a resisténcia ao tratamento
(ALTIERI, 2003; FUKUDA & PELUS, 2006). Em nosso laboratério foi verificado que
a alta expressdo de survivina, em pacientes com LMC, estava associada ao indice de
Sokal intermediario/alto. Essa informacdo sugere que a alta expressdo de survivina se
correlaciona ao pior prognéstico em pacientes com LMC (REIS et al., 2011). Além
disso, nosso grupo avaliou 81 amostras de pacientes com linfoma de grandes células B
guanto a expressdo e localizacdo de survivina. A expressdo de survivina foi

correlacionada a uma menor sobrevida nesses pacientes (FACCION et al., 2012).

Em estudo conduzido por Conte e cols. (2005) foi verificado que o aumento da
expresséo do RNAm da survivina em pacientes com LMC correlaciona-se com a
progressdo da doenca para a crise blastica. Ademais, a superexpressao de survivina em
pacientes com LMC ao diagnostico foi associada a uma baixa resposta ao tratamento
com mesilato de imatinibe (SPELETAS et al., 2011). A expressdo aumentada de
survivina também foi relatada em céncer de célon. Em um estudo utilizando 168
amostras de pacientes com cancer de colon foi verificado que a expressdo do RNAm de
survivina estava aumentada tanto em pacientes com cancer primario como em
metastatico (HERNANDEZ et al., 2011). A expressdo de survivina também se encontra
em niveis aumentados no cancer de mama e dados da literatura sugerem sua
superexpressdo a progressao da doenca. Além disso, a expressdo de survivina também
tem sido associada a uma menor sobrevida global e livre de doenga (SINGH et al.,
2004; RYAN et al., 2006; HINNIS et al., 2007).

Embora XIAP e survivina sejam as proteinas mais estudadas no cancer, alguns
estudos tem avaliado a expressdo de clAP-1/2. Akyurek e cols. (2006) avaliaram a

expressdo de clAP-1, clAP-2 e XIAP em diferentes subtipos de linfomas de Hodgkin
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(HL) e ndo- Hodgkin (NHL) e observam expressédo diferenciada dessas IAPs em todas
as amostras avaliadas. Em um estudo conduzido por Che e cols. (2012) as proteinas
clAP-1 e clAP-2 foram avaliadas em 102 amostras de pacientes com carcinoma celular
de bexiga. Os autores observaram que as amostras tumorais apresentaram maior
expressao de ambas as proteinas quando comparadas a amostras de epitélio de bexiga
normal; e amostras apresentando clAP-1 com marcacdo nuclear foram correlacionadas

ao estagio mais avancado da doenga e recorréncia tumoral.

1.1.4 Papel da Glicoproteina P na Resisténcia a Apoptose

Durante muitos anos, o modelo de resisténcia as drogas conferida pela Pgp
esteve relacionado & sua atividade como proteina transportadora de drogas para o
exterior das células culminando em acumulo intracelular reduzido. Entretanto, além da
atividade de efluxo, outras funcdes para a Pgp tém sido observadas. Robinson e cols.
(1997) verificaram que as células derivadas de fibroblastos transfectadas com o gene
ABCBL, expressando o fenétipo MDR, quando induzidas a apoptose por privacdo de
soro, apresentavam um atraso na ativacdo da cascata apoptdtica quando comparadas
com as células do controle, que ndo expressavam a Pgp. Este estudo sugere que a
superexpressdo da Pgp pode promover a sobrevivéncia celular através de um

mecanismo adicional ao de transporte de drogas.

Outro estudo, realizado por Smyth e cols. (1998), verificou que células
superexpressando Pgp eram mais resistentes a apoptose induzida através do receptor Fas
utilizando o ligante FasL ou anticorpos anti-Fas. Em adicdo, a inibi¢do da Pgp através
de anticorpo monoclonal anti-Pgp foi capaz de reverter a resisténcia a apoptose via Fas.
No entanto, a indugdo da morte celular utilizando-se substancias que ndo ativam as
caspases ndo foi afetada pela superexpressdo da Pgp, sugerindo que essa proteina causa
resisténcia a apoptose dependente das caspases. Em outro trabalho conduzido por
Johnstone e cols. (1999), também foi demonstrado que a Pgp causa resisténcia a
apoptose induzida por radiacdo ultravioleta e por TNF em células leucémicas, ambas
associadas a ativagdo de receptores de membrana. Mais recentemente, foi demonstrando
gue a resisténcia a apoptose, via Fas, causada pela superexpressdao da Pgp, ocorre
através da inibicdo da auto ativacdo da caspase-8 no complexo DISC (RUEFLI et al.,
2002).
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Estudos in vivo tém contribuido na atribui¢do da atividade da Pgp na resisténcia
a apoptose. Sabe-se que os blastos de LMA cultivados in vitro que séo resistentes a
apoptose, apresentam também resisténcia a despolarizacdo da membrana mitocondrial.
No entanto, Pallis e cols. (2003) verificaram em amostras de células de pacientes com
LMA ndo tratados, cultivadas in vitro, que a expressdo e a funcdo da Pgp contribuem
para resisténcia a apoptose espontanea. Em LMA infantil, Shman e cols. (2008)
verificaram que na maioria dos casos avaliados, a subpopulagdo de células CD34+
expressavam maiores niveis da Pgp, assim como da Bcl2, quando comparadas a
subpopulacdo de células CD34". Além disso, nestes casos, as celulas CD34+
apresentaram menor taxa de apoptose espontanea que as células CD34-. Os autores
atribuiram a resisténcia a apoptose somente a expressao de Bcl2. No entanto, Buda e
cols. (2008) ressaltam os estudos que demonstram o papel da Pgp na resisténcia a
apoptose e sugerem que a resisténcia na subpopulacdo de CD34+ seja também atribuida

a superexpressao da Pgp.

Alguns estudos tém verificado que a resisténcia ao tratamento em algumas
neoplasias pode estar associada a Pgp e também a membros antiapoptéticos da familia
Bcl-2 (LI et al., 2011; VOGLER et al., 2011). Em um estudo in vitro foi identificado
em células de osteossarcoma, uma regulagdo comum entre a superexpressdo de Pgp e
Bcl-2, e uma diminuigdo da expressdo de Bax (WANG et al., 2010b). Maraz e cols.
(2011) analisaram a expressdo de Pgp e de Bcl-2 em 32 amostras de pacientes com
cancer de pulméo de ndo pequenas células tratadas com paclitaxel. O estudo associou a
superexpressdo de ambas as proteinas a uma pior resposta ao tratamento e a uma menor

sobrevida livre de progresséo.

A relacdo entre a superexpressdo da Pgp e de proteinas que inibem a apoptose se
estende as IAPs. Um estudo comparativo entre a linhagem de LMA (HL60) e sua
variante HL60R (resistente, que superexpressa Pgp) verificou que a resisténcia nestas
células esta associada ndo somente a Pgp, mas também ao aumento da expressdo de
algumas IAPs como a survivina e a XIAP (NOTARBARTOLO et al., 2002). Um estudo
envolvendo 26 pacientes com mieloma multiplo foi observado o aumento da expressdo
do RNAm de ABCBL1 ap6s quimioterapia na maioria dos pacientes. Os autores do
estudo evidenciaram que concomitante ao aumento da expressdo de ABCB1 foi
observado um aumento na expressdo dos RNAm da survivina, XIAP, clAP1 e clAP2

nos pacientes que apresentaram pior resposta ao tratamento quando comparados aos
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pacientes que apresentaram prognostico mais favoravel. N&o houve correlacdo com um
prognostico desfavordvel em pacientes que apresentaram aumento na expressao das
IAPS, sem 0 aumento de ABCB1. Sendo assim, 0 estudo sugere que a survivina e a
XIAP podem contribuir para m pior progndstico em pacientes com em mieloma
multiplo somente quando essas proteinas estdo associadas a superexpressao de ABCB1
(NAKAGAWA et al., 2006).

Um estudo conduzido por Shi e cols. (2007), no qual foram utilizadas linhagens
de cancer de mama e de carcinoma epidermoide foi verificado que a superexpressao e a
inibicdo da survivina e da XIAP ndo induziram alteracdo na expressao da Pgp. O estudo
ainda demonstrou que ambas survivina e XIAP n&o interagem diretamente com a Pgp,
sugerindo que a contribuicdo dessas proteinas no fendtipo de resisténcia ocorre de
maneira independente. No entanto, no mesmo ano outro grupo demonstrou que 0s
niveis do RNAmM da survivina diminuiam de forma tempo-dependente, atraves da
inibicdo quimica da Pgp; e que a inibigdo da survivina com RNAI leva a diminuicdo da
fungdo da Pgp verificada pela quantificacdo do quimioterdpico adriamicina. O estudo
ainda sugere que a superexpressdo da Pgp poderia mediar o transporte intracelular da

survivina favorecendo a funcéo antiapoptotica desta proteina (LIU et al., 2007).

Kim e cols. (2009) inibiram a expressdo da Pgp com RNA de interferéncia e
verificaram que a expressdo da XIAP ndo se altera sugerindo que a resisténcia a
apoptose conferida por Pgp e XIAP ocorre através de mecanismos independentes em
células de condrossarcoma. No entanto, 0s autores constataram que a inibicdo
simultdnea da expressdo de ambas as proteinas foi necessaria para uma contribuicao

mais eficiente na inibig&o da sobrevivéncia celular.

Em nosso laboratorio a relacdo da Pgp com as IAPs também tem sido explorada.
Um estudo desenvolvido em 2011 revelou que células de LMC sem o fen6tipo MDR,
tornam-se menos susceptiveis ao quimioterapico vincristina quando submetidas a
superexpressdo de Pgp e survivina mediada por indugdo quimica (SOUZA et al., 2011).
Em outro estudo, utilizando células de LMC com o fen6tipo MDR verificamos uma
diminuicdo nos niveis de expressdo da XIAP quando as células MDR-positivas foram
tratadas com vincristina na presenca de ciclosporina A — um bloqueador da atividade da
Pgp. Ademais nesse mesmo estudo, verificamos que a Pgp contribuiu em conjunto com
as IAPs para resisténcia a cisplatina, um quimioterapico que ndo €é substrato dessa

bomba de efluxo (SOUZA et al., 2012). Recentemente nos verificamos que a expressao
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da Pgp esta diretamente correlacionada a expressao da XIAP em células de pacientes
com LMC e utilizando linhagens de LMC. Utilizando células de linhagens derivadas de
LMC observamos que o tratamento com imagine promoveu aumento na expressao da
Pgp e da XIAP contribuindo para resisténcia a este farmaco (SILVA et al., 2013). Seca
e cols. (2011), também verificaram uma relacdo entre a expressdo de Pgp e XIAP em
LMC. Ao inibir simultaneamente a expressdao de ambas as proteinas a linhagem

resistente de LMC, se tornou sensivel mediante tratamento com imatinibe.

1.1.5 Moléculas relacionadas com a glicoproteina-P e associadas a resisténcia em

neoplasias

1.15.1YB-1

A proteina YB-1 (Y-box binding protein-1) pertence a uma familia Y-box de
proteinas com um dominio conservado denominado CSD (Cold Shock Domain), que
estd envolvido com seu transporte nuclear e ligacdo ao DNA. Dessa forma, a
distribuicdo subcelular de YB-1 dita suas funcdes; quando localizado no nucleo, YB-1
atua como um fator transcricional para diferentes genes alvos, incluindo ABCB1/Pgp.
Além disso, YB-1 esta associado ao processamento e transporte de RNA do nucleo para
o citoplasma. No citoplasma YB-1 tem sido associado a diversas fungdes, dentre eles a
de manter a estabilidade e favorecer a traducdo de RNAm (SKABKIN et al., 2001;
KOHNO et al., 2003; BRANDT et al., 2011).

YB-1 se liga na regido promotora do gene ABCB1/Pgp e favorece sua
transcricdo promovendo assim 0 aumento da expressdo do RNAm e da proteina Pgp.
Além disso, estudos tém demonstrado a correlagdo entre YB-1 e a expressdo de Pgp,
uma vez que a inibicdo de YB-1 levou a reducdo nos niveis de ABCB1/Pgp. Desta
forma, a expressao e localizacdo de YB-1 tém sido associadas a quimiorresisténcia em
diferentes tumores, como céncer de mama, ovario, pulméo, prostata e osteosarcoma
(JANZ et al., 2002; KUWANO et al., 2003; KUWANO et al., 2004; KASHIHARA et
al., 2009). Shibahara e cols. (2001) analisaram 196 amostras de pacientes com NSCLC
e verificaram que 88 apresentavam YB-1 nuclear. No estudo, 0s autores associaram a

expressédo nuclear de YB-1 a focos metastaticos em linfonodos e a um pior progndstico.
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YB-1 também regula EGFR (epidermal grwoth factor receptor) por se ligar em
sua regido enhancer. Alguns estudos sugerem que o aumento da expressédo de YB-1 e
sua fosforilagdo estdo relacionados a expressdo de EGFR em células de cancer de mama
(BERQUIN et al., 2005; STRATFORD et al., 2008). Em amostras de pacientes com
cancer de pulmdo (NSCLC) foi verificada uma correlacdo positiva entre a expressao
nuclear de YB-1 e a expressao de EGFR, associados a um pior progndstico. Além disso,
in vitro ainda foi verificado que o silenciamento de YB-1 leva a diminuicdo da
expressao de EGFR (HYOGOTANI et al., 2012).

O papel de YB-1 no cancer também esta relacionado a progressdo tumoral.
Estudos tém sugerido um papel para YB-1 na proliferagéo/progresséo do ciclo celular
(JURCHOTT et al., 2003; BASAKI et al., 2010). Okamoto e cols. (2000) verificaram
que YB-1 e p53 podem interagir in vitro e in vivo. Além disso, seus dados in vitro
sugerem que YB-1 influencia na diminuicdo da transativacdo de p2l1 por p53.
Corroborando esses dados, outro estudo demonstrou que YB-1 reprime p53 em sua
funcdo de transativacdo de promotores de genes pro-apoptéticos como BAX e NOXA
(HOMER et al., 2005). A interacdo de YB-1 com a regido promotora de p53 também
favorece a reducdo da expressao e a atividade de p53, e consequentemente sua fungédo
de transativar seus genes alvos (LASHAM et al., 2003). Por fim, é importante ressaltar
que a regulacdo de p53 por YB-1 também pode ser um fator importante para regulacéo
da expressao da Pgp. Sabe-se que dependendo do status de p53 — selvagem ou mutada —
a regulacdo do gene de ABCBI/Pgp é negativa ou positiva, respectivamente. A regido
promotora de ABCBI/Pgp possui sitio para ambas as formas de p53 (STRAUSS &
HAAS, 1995; JOHNSON et al., 2001).

1.1.5.2 NF-xB

A familia de proteinas NF-kB compreende diferentes subunidades que iteragem
entre si fazendo homo e heterodimeros, e atuam como fatores transcricionais em
resposta a diferentes estimulos. A interacdo mais estudada refere-se ao heterodimero
p50-p65. NF-xB é regulado negativamente no citoplasma, através da interacdo com
proteinas da famila IkB — como IkBa, por exemplo - que impedem sua translocagéo
para 0 nucleo e consequentemente sua interacdo com o DNA. Para que ocorra a
dissociacdo de NF-kB ¢ IkB, a proteina IxkB ¢ fosforilada por um complexo proteico -
IKKs (IkB quinases) — que o0 leva para degradacdo via ubiquitina proteassoma e
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liberacdo de NF-xB e sua translocacdo para o nucleo e consequente ativacdo da
transcricdo de genes alvos (Figura 1.7) (HAYDEN & GHOSH, 2004; HACKER &
KARIN, 2006).
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Figura 1.11. Representacdo esquematica da via classica de NF-kB. A partir da ativagdo por
ligantes especificos, o complexo proteico formado por subunidades de IKK fosforila o inibidor
endogeno de NF-xB, IkBa o induzindo a degradagdo via proteassoma. Em seguida NF-xB
transloca para o nlcleo onde transcreve seus genes alvos. (Adaptado de BOLLRATH &
GRETEN 2009).

NF-xB regula a expressdo de diversos genes, e embora seja ativado por citocinas
pré-inflamatorias, este fator transcricional regula genes envolvidos com a tumorigénese.
Foi verificado que NF-xB regula positivamente genes relacionados com a proliferacdo
celular, invasdo/ metastase e angiogénese, inibicdo da apoptose e resisténcia tumoral
(OKAMOTO et al., 2007). Relatos na literatura sugerem o envolvimento de NF-kB no
cancer, uma vez que esse fator encontra-se ativado em tumores sélidos como carcinoma
de mama, melanoma, cancer pancreatico e adenocarcinoma de pulmdo (BALDWIN,
2001; YAMAMOTO & GAYNOR, 2001). NF-xB também tem sido descrito como

constitutivamente ativado em neoplasias hematoldgicas, como mieloma multiplo, LMC,
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LMA e LLA (leucemia linfocitica aguda), sendo associado a sobrevivencia e expansao
clonal (BRAUN et al., 2006).

Kuo e cols. (2002) demonstraram que NF-kB, apds ativacdo via PI3-K é capaz
de se ligar na regido promotora de ABCB1/Pgp e transcrever o gene. Desta forma, NF-
kB favorece o fendtipo de resisténcia em células tumorais. Além disso, tem sido
demonstrando que alguns farmacos, como a metformina é capaz de inibir a transcri¢éo
do gene ABCB1/Pgp em células resistentes, através da regulacéo da via de NF-xB (KIM
et al., 2011). Em outro estudo, Assef e cols. (2009) demonstraram que a resistencia ao
imatinibe, em uma linhagem Pgp-positiva de LMC, foi revertida pela inibicdo de NF-
kB.

O papel de NF-xB na resisténcia tumoral se estende as proteinas anti-apoptéticas
NF-kB atua também como fator transcricional para alguns membros da famila das I1APs
como survivina, XIAP, clAP-1 e clAP-2 (KIM et al., 2006; HARIKUMAR et al.,
2009). Kawakami e cols. (2005) demonstraram in vitro que NF-xB é capaz de se ligar
ao promotor do gene da survivina, e que a sua inibicdo favorece a apoptose. Em outro
estudo conduzido em linfomas, observou-se que NF-xB regula a expressdo d o gene da
survivina, in vivo e in vitro; e que a inibicdo de NF-xB leva a diminuicdo de survivina.
O estudo associou a expressdo de survivina a um maior status proliferativo com
consequencia na agressividade e a em um pior prognéstico em lifomas de células B
(TRACEY et al., 2005).

NF-xB também esta associado a ativacdo da transcri¢do dos genes da XIAP e c-
IAPL1. A inibig¢do in vitro de NF-xkB com inibidor quimico ou com siRNA induz a
diminuicdo da expressdo de XIAP e c-IAP1 em células de carcinoma de tiredide
(MENG et al., 2012). Em células de cancer de cdlon, a inibicdo de NF-kB também
induziu como consequéncia, a diminuicdo da expressdo de XIAP, survivina e c-1AP1
(YANG et al., 2010). Por fim, é importante ressaltar que a ativacdo de NF-xB pode ser
modulada por XIAP e c-1AP1/2 mediante estresse celular causado por quimioterapicos.
Essas IAPs interagem com proteinas que regulam positivamente a via de ativacdo de
NF-B (LU et al., 2007; JIN et al., 2009).
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1.1.5.3 MicroRNAs

Atualmente sabe-se que eventos epigenéticos podem regular a expressao do gene
ABCBL, ativando-o ou inibindo-o, através da atuacdo de histonas acetilases (HATS) e
deacetilases (HDACSs) na cromatina, metilacdo de ilhas CpG na regido promotora de
ABCBL e a expressdo de microRNAs (miRs) que sao diferencialmente expressos em
células tumorais resistentes (EL-OSTA et al., 2002; BAKER & EL-OSTA, 2004; LI et
al., 2010). Os miRs sd@o uma classe de pequenas moléculas endégenas de RNAs capaz
de ligar-se as sequéncias complementares na 3> UTR (untranslated region) de diferentes
RNAmM resultando na repressdo da traducdo ou na degradacdo dessas moléculas-alvo.
Como consequéncia, ocorre reducdo nos niveis proteicos dos genes-alvo, seguida ou
ndo da diminuicdo dos niveis de RNAmM (ZHAO & SRIVASTAVA, 2007).

Estudos tém abordado o papel dos miRs na contribuicdo de um fendtipo mais
tumoral e de resisténcia ao tratamento em diferentes neoplasias. O miR-21 foi
identificado como superexpresso na maioria das malignidades humanas e sua regulacéo
¢ positivamente controlada por oncogenes transcricionais como NFkB. A expressao de
miR-21 tem sido associada a patogénese tumoral incluindo progressdo e metastase, e
alguns estudos sugerem que o aumento de sua expressdo pode contribuir para falha a
resposta a quimioterapia com agentes citotoxicos (PAN et al., 2010; HWANG et al.,
2010).

No que se refere a resisténcia mediada por Pgp, Zhu e cols. (2008) observaram
que miR-27a e miR-451 estdo associados de maneira indireta a ativagdo da expresséo de
Pgp e que tais miRs ainda contribuem para a resisténcia a agentes quimioterapicos em
células tumorais. Ademais, Jaiswal e cols. (2012) verificaram que as MPs derivadas de
células resistentes carreiam miR-27a e miR-451 e que estes estdo relacionados ao
fenotipo MDR.
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1.1.6 Justificativa para o estudo

A MDR em células tumorais € classicamente causada pela superexpressao da
bomba de efluxo Pgp, e esse fendtipo é uma das principais causas que desfavorece o
sucesso do tratamento de pacientes com cancer (GOTTESMAN, 2002). Ao longo dos
anos diferentes estudos tem demonstrado que a expressdo de Pgp, concomitante a
alteracbes na expressdao de outras proteinas - relacionadas a ativacdo da cascata
apoptdtica, por exemplo - favorecem ainda mais o fendtipo de resisténcia, tornando-o
multifatorial (GOTTESMAN et al., 2006; GILLET et al., 2010; GILLET et al., 2011).

Em estudos desenvolvidos em nosso laboratorio tém-se verificado uma
correlagéo positiva entre a expresséo da Pgp e a resisténcia a apoptose, principalmente
referente a expressdo das IAPs. Em trabalhos recentes, verificamos uma possivel
correlacdo entre a expressao de Pgp e a expressdo da survivina em LMC, tanto in vitro
como in vivo (SOUZA et al., 2011; REIS et al., 2011). Corroborando esses achados,
ainda verificamos que a XIAP favorece para uma menor taxa de apoptose induzida por
farmacos, principalmente quando héa expressao concomitante de Pgp (SOUZA et al.,
2012; SILVA et al., 2013). Além disso, autores tém sugerido a participacdo da Pgp na
resisténcia a apoptose induzida pela via extrinseca da apoptose 2 (RUEFLI et al., 2002;
MIZUTANI et al., 2008; SHMAN et al., 2008). Assim, em conjunto, esses dados
indicam que, além de mediar o fen6tipo MDR, a Pgp pode interferir negativamente na

ativacdo da cascata apoptdtica favorecendo a resisténcia a morte celular.

Referente aos mecanismos de aquisicao do fendtipo MDR, alguns modelos tém
sido propostos, principalmente, no que se refere ao desenvolvimento da expresséo de
Pgp. Foi demonstrado que a expressdo de Pgp pode ser adquirida por uma célula
tumoral mediante o tratamento com farmacos, contato intercelular direto ou mediado
por nanotubulos e através de microparticulas de membrana (AMBUDKAR et al., 2005;
BEBAWY et al.,, 2009; PASQUIER et al., 2012). No entanto, 0s mecanismos
relacionados a aquisi¢do de um fendtipo multifatorial em células tumorais mediado pela
expressdo de Pgp e proteinas que contribuem para inibicdo da apoptose ainda ndo estéo
totalmente elucidados. Ademais, embora haja discussao na literatura sobre a expressao
de Pgp e de outros genes e proteinas que, concomitantemente, podem contribuir para o
fenotipo de resisténcia, ndo estdo especificados quais genes das vias intrinseca e
extrinseca da apoptose sdo afetados mediante a expressao de Pgp e consequentemente,

expressao do fendtipo de resisténcia multifatorial. Assim e diante de todo contexto
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apresentado, se faz necessario um melhor entendimento nos mecanismos que
contribuem para um fendtipo multifatorial mediados pela expressdo da Pgp e de
proteinas relacionadas a via da apoptose.

30



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a aquisicdo do fenétipo multifatorial mediado por microparticulas de
membranas (MPs) em células tumorais e caracterizar a relacdo da expressao da Pgp com

genes e proteinas que participam das vias que regulam a apoptose

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Parte 1 - Avaliar a aquisicao do fenotipo multifatorial mediado por MPs de

membranas em células tumorais.
¢ Identificar e caracterizar as MPs provenientes de células Pgp-positivas;

e Caracterizar o perfil MDR nas células tumorais sensiveis a quimioterapicos apds co-

cultivo com MPs derivadas de células Pgp-positivas;

e Avaliar a expressao das IAPs survivina, XIAP e clAP-1 nas células tumorais sensiveis
a quimioterapicos apos co-cultivo com MPs derivadas de células Pgp-positivas;

e Avaliar o papel dos fatores transcricionais YB-1 e NF&B na contribui¢cdo do fendtipo
MDR nas células tumorais sensiveis a quimioterapicos ap6s co-cultivo com MPs

derivadas de células Pgp-positivas;

e Avaliar a expressdo dos microRNAs (miRs) miR-27a, miR-451 e miR-21 nas células
tumorais sensiveis a quimioterapicos apos co-cultivo com MPs derivadas de células Pgp-

positivas.
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2.2.2 Parte 2 - Caracterizar a relacido da expressao da Pgp com genes e proteinas

que participam das vias que regulam a apoptose.

e Auvaliar o perfil de expressdo dos genes envolvidos na regulacdo da apoptose, por

PCR array;

o Validar os resultados obtidos no PCR array atraves da avali¢do dos niveis de RNAm

e proteicos do gene identificado;

e Avaliar uma possivel correlagdo entre a expressdo do gene identificado com a
expressao e funcao de efluxo da Pgp;

e Avaliar o papel do gene identificado com o fenétipo de resisténcia a apoptose

associada a expressao de Pgp.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Parte 1

3.1.1 Cultura de células e co-cultivo celular - células Pgp-negativas com células

Pgp-positivas

As linhagens celulares utilizadas (Tabela 3.1) foram cultivadas em meio RPMI-
1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 2mM de glutamina (Gibco),
e mantidas em estufa a 37° C com 5% de CO,. Ressalta-se que as linhagens utilizadas
no estudo tiveram seus genoétipos determinados através da analise de seus perfis de

polimorfismos STR (short tandem repeats) em locus humanos por PCR.

Tabela 3.1: Linhagens celulares

Linhagem celular Origem Cadigo Observacdes
Leucemia ATCC, CCL-243 Pgp-negativa
K562 mieldide cronica
(LMC)
Lucena (RUMJANEK Linhagem Pgp-positiva
etal., 2001) LMC derivada a partir | Cultivo na presenca de
da K562 vincristina (60nM)
Carcinoma de ATCC, HTB-22 Pgp-negativa
MCF-7 mama
Adenocarcinoma | ATCC, CCL-185 Pgp-negativa
A549 de pulméo (nédo
pequenas celulas)

ATCC=www.atcc.org; Pgp= Glicoproteina P

As linhagens Pgp-negativas MCF-7 e A549, chamadas aqui de células
receptoras, foram co-cultivadas com a linhagem Pgp-positiva Lucena (célula doadora)
por 24 h. Para realizacdo do co-cultivo as células receptoras foram previamente
plagueadas em placas de seis pocos (area: 0,32 cm? — 3x10° células), placas de 24 pogos

(4rea: 1,88 cm? — 5,8x10* células) ou em laminulas (diametro: 12 mm - 5x10* células).
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Concomitantemente ao plaqueamento das células receptoras, as células doadoras foram
cultivadas em garrafa de 75 cm’® na concentracdo de 2x10°/ml na auséncia
quimioterapico vincristina (Tecnocris 1 mg/ml — Zodiac). Este dia de experimento foi
chamado de D1. Para o co-cultivo, foram adicionados as placas, onde as células
receptoras foram aderidas, insertos do tipo Transwell® de 3 pum (membrana de
polietileno, de seis ou 24 well, Millicell, Millipore). Em seguida as células doadoras
foram adicionadas na concentragdo de 4x10°/ml & parte superior dos insertos. Este dia
de experimento foi chamado de D2. E relevante ressaltar que no co-cultivo ndo ha
contato entre as células, estas apenas compartilham o mesmo microambiente através do
meio de cultura (Figura3. 1A). Ap6s 24h de co-cultivo, os insertos foram retirados
cuidadosamente, para que ndo houvesse contato indesejado entre as linhagens. Mediante
a retirada dos insertos, as células receptoras foram lavadas com PBS, submetidas a
tripsinizacao (Trispsina 0.125%) e processadas para 0s experimentos de interesse. Esse
dia foi chamado de D3 (Tabela 3.2).

Célula doadora
(Pgp -positiva)

Membrana 4
Transwell

Células
receptoras
(Pgp-negativas)

Centrifugacao
+

[P Filtragem
P,
‘t
felie]

K562 —-Lucena
(Pgp-positiva)
Células receptoras
gp-negativas)

Figura 3.1 Representacdo esquematica do cultivo celular. (A) Células receptoras foram
plaqueadas em placas e apés 24h, as células doadoras foram adicionadas no mesmo
microambiente, porém separadas por membrana transwell. (B) Células receptoras foram
plaqueadas em placas e ap6s 24h, o meio condicionado das células doadoras (centrifugado e
filtrado) foi adicionado no mesmo microambiente. Pgp= glicoproteina P; MPs= microparticulas.
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Tabela 3.2: Esquema experimental referente ao co-cultivo celular

Co-cultivo celular Dia Meio condicionado
Plagueamento das células Plaqueamento das células
receptoras e, D1 receptoras e,

Retirada da VCR da célula Retirada da VCR da celula
doadora doadora

Co-cultivo das linhagens Preparacao do meio
receptoras com a linhagem condicionado e,

doadora atraves do inserto D2 Cultivo das células receptoras

®
Transwell com o meio condicionado

Experimentos em 24h D3 Experimentos em 24 h

VCR= vincristina

3.1.1.1 Cultivo de células com meio condicionado

As células receptoras também foram cultivadas por 24h com meio proveniente
das células Pgp-positivas, sendo este meio denominado “meio condicionado”. Para tal
cultivo, apés o D1, as células Lucena foram centrifugadas por 10 min a 1000g. Em
seguida, o meio foi filtrado com sistema a vacuo (filtro TTP, com poro de 0,22um).
Todo esse procedimento foi realizado para garantir a retirada de células (centrifugacéao)
e de microparticulas de membrana (filtracdo). O meio condicionado foi, entdo,
adicionado as células receptoras (D2), e estas foram mantidas em cultivo por mais 24h

para os experimentos de interesse (D3) (Figura 4.1B).

3.1.2 Isolamento de microparticulas

Para o isolamento de MPs, as células Pgp-positivas, Lucena, foram cultivadas
até atingirem a concentracdo de 2,5x10° em 50mL de volume final podendo essa
quantidade variar até 0,6L de células dependendo dos experimentos realizados. Apos
atingirem a concentracao ideal, as células foram centrifugadas por 10 min a 1000g, e o
pellet foi descartado. Como as células Lucena sdo células cultivadas em suspensdo, o
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sobrenadante foi novamente centrifugado por 5 min a 500g para garantir que ndo
houvesse contaminacdo com células. Embora ndo houvesse pellet nessa segunda
centrifugacdo, optamos por descartar os ultimos 5mL de sobrenadante no final do tubo.
Em seguida, o sobrenadante foi centrifugado (Sorvall RC6" - Thermo) por 20 min a
30.000g e a 4° C. Considerando que o pellet formado sdo as MPs, foi adicionado PBS
esteril e as MPs foram novamente centrifugadas por 20 min a 30.000g e a 4° C. Este
protocolo foi adaptado de Lima et al., 2009 e Bebawy et al., 2009.

As MPs isoladas foram identificadas por citometria de fluxo (FacsScalibur —
BD), ap6s marcacdo com FITC-anexina V por 15 min a temperatura ambiente (Pasquier

et al., 2012). Além disso, as MPs foram submetidas & anélise proteica e de RNA.

3.1.2.1 Co-cultivo de MPs com células receptoras

As células receptoras Pgp-negativas foram co-cultivadas diretamente com MPs
derivadas das células Lucena, Pgp-positivas, apos plaqueamento e aderéncia das células
receptoras em placas de 6 pocos. Apds 24 h de co-cultivo, as células receptoras foram

lavadas com PBS e processadas para 0s experimentos de interesse.

3.1.3 Andlise da expressao da glicoproteina P
3.1.3.1 Imunodeteccéo por citometria de fluxo

Para deteccdo da expressdo de Pgp, 5x10° células de ambas as linhagens
receptora A549 e MCF7 foram submetidas a incubacdo com solucdo de bloqueio
contendo BSA a 2% por 30 min. Em seguida o pellet foi incubado com 5 pL de
anticorpo anti-Pgp clone UIC2 conjugado com PE (Immunotech) por 30 min. Ao
término desta incubacdo, as células foram lavadas 2x com PBS/BSA 2%, e fixadas com
300puL de formaldeido a 1% e mantidas a 4° C para posterior aquisi¢do no citometro de
fluxo (CyanADP-DAKO - programa Summit v4.3). Todo o procedimento foi
realizando em temperatura ambiente. As células A549 e MCF7 foram avaliadas antes e
apos o co-cultivo com as células Pgp-positivas. As MPs derivadas das células Lucena

foram submetidas ao mesmo protocolo (SOUZA et al., 2011).
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3.1.3.2 Imunodeteccéo por Western blot

Para deteccdo da expressdo de Pgp, 1x10° células de ambas as linhagens
receptora A549 e MCF7 foram homogeneizadas em 100ul de tampéao contendo 10mM
TrisCl pH 8.0, 0.1% Triton X-100, 10mM MgSO,, 2mM CaCl,, 1% v/v aprotinina,
1mM AEBSF, 2mM DTT e 20ug/ml DNAse. Em seguida as amostras foram aquecidas
a 37° C por 5 min e rapidamente congeladas em gelo seco ou no nitrogénio liquido.
Apds esse procedimento, as amostras foram submetidas ao sonicador por um minuto e
colocadas no gelo por mais um minuto. Esse procedimento foi repetido pelo menos 3
vezes. Ap6s dosagem proteica pelo método Lowry (kit DC protein assay — BioRad), as
amostras foram aquecidas a 37° C por 30 min na presenga de tampéo loading (115 mM
Tris-HCI pH 6.8; 15% SDS; 10% de glicerol; 100 mM de 2-B-mercaptoetanol; 0,1% de
azul de bromofenol). 30ug de proteinas foram aplicadas no gel (BRIMACOMBE et al.,
2009).

A corrida eletroforética foi realizada em gel de gradiente 3-8% (NUPAGE Novex
Tris-acetate gels — Invitrogen) e tampdo de tris-acetato (Tris-Acetate SDS Running
Buffer). As proteinas do gel foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose
(Hybond- ECL, Amersham Biosciences) utilizando transferéncia imida com o tampao
de transferéncia (25mM Tris, 0,2M Glicina, metanol 20%) por 3h a 100V. Ao término
a membrana foi lavada com PBS-Tween por 5 min e submetida a bloqueio com leite em
p6 desnatado a 20% por 30 min. Em seguida, a membrana foi incubada com anticorpo
anti-Pgp (clone C219 na diluicdo de 1:10000) ou anti-Na'K*ATPase subunidade o
(Clone M7-PB- M9 - Sigma) por aproximadamente 18 h. Apds 3 lavagens com PBS-
tween, a membrana foi incubada com anticorpo secundario conjugado a HRP
(HorseRadish-Peroxidase) por 1 h. Todos os anticorpos foram diluidos em TBS-Tween-
Leite a 5%. Ao final da incubacdo com anticorpo secundério, a membrana de
nitrocelulose foi lavada 3x com PBS-Tween e detectada através da reacdo de

quimioluminescéncia utilizando o kit ECL™

(Western blotting Analisys System -
Amersham Biosciences). A revelagdo foi realizada por meio digital utilizando o
aparelho C-Digit Blot Scanner e o software Image Studio Lite. As MPs derivadas das

células Lucena foram submetidas ao mesmo protocolo.
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3.1.4 Ensaio funcional da glicoproteina-P

Para andlise da atividade de efluxo da Pgp, as células receptoras foram
submetidas ao ensaio funcional da Pgp utilizando o fluorocromo rodamina 123 (Rho).
As células (5x10° para cada condicéo) ap6s lavagem com PBS foram incubadas com
Rho 123 (200 ng/ml) na presenca ou auséncia de 200 ng/ml de ciclosporina A (CsA) por
45 min a 37° C. Como controle negativo foram utilizadas células sem Rho 123 e CsA.
Apo6s o término da incubacéo, as células foram lavadas com PBS a 4° C e incubadas
novamente (45 min a 37° C), apenas com CsA. Em seguida, as células foram analisadas
por citometria de fluxo (CyanADP-DAKO — programa Summit v4.3). A taxa de efluxo
de Rho-123 foi expressa como uma razao entre a média de intensidade de fluorescéncia
(MFI) das células do tubo contendo Rho-123 e CSA, e a MFI das células do tubo
contendo somente Rho-123 (VASCONCELOS et al., 2007).

3.1.5 Localizacao subcelular de proteinas por microscopia de fluorescéncia

Para a localizacdo subcelular da Pgp (Immunotech clone UIC2, 1:10), NF-
kB/p65 (Cell Signalling, diluicdo 1:50) e YB-1 (Abcam, dilui¢do 1:400), as células
receptoras A549 e MCF7 foram previamente plaqueadas em laminulas estéreis. Apoés
lavagem com PBS pH 7,4 as células foram fixadas com paraformaldeido 2% por 20 min
e apos 3 lavagens de 5 min cada com PBS pH 8,0, as células foram incubadas com
solugéo de 10 mM de NH,4CI por 10 min. Mediante outras 3 lavagens com PBS pH 8,0
por 5 min cada e permeabilizacdo com Triton X-100 0,5% por 10 min as células foram
incubadas para blogueio com 3% de BSA em PBS por 1h. Em seguida, as células foram
incubadas com os anticorpos primarios por aproximadamente 18 h, e apds lavagem com
PBS pH 8.0, as celulas foram incubadas com o anticorpo secundério anti-lIgG conjugado
com Alexa 488 (Invitrogen, diluicdo 1:500) ou anti-lgG conjugado Alexa 549
(Invitrogen, diluicdo 1:500) por 1 h. Os anticorpos foram diluidos em PBS-BSA 1%.
Por fim, as células foram incubadas com DAPI por 20 min (4',6-diamidino-2-
phenylindole) (Molecular Probes - Invitrogen), para coloracdo nuclear, seguida de 3
lavagens com PBS pH 8,0. Na montagem das laminulas sobre a lamina utilizou-se n-
propil-galato 2M (Sigma) para retencdo da fluorescéncia. As imagens foram adquiridas
no microscépio de fluorescéncia NIKON Eclipse E200 (SOUZA et al., 2011).
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3.1.6 Marcacao de anexina V com iodeto de propideo

A apoptose nas linhagens receptoras foi avaliada mediante tratamento com o0s
quimioterapicos, cisplatina (Accord Farmaceutica LTDA) e paclitaxel (Evotaxel
6mg/ml — Evolabis). As células foram submetidas ao ensaio de marcacdo com anexina
V/PI de acordo com as instrucbes do fabricante (Anexin V conjugada FITC - kit
Invitrogen) e analisadas no citdmetro de fluxo (Cyan ADP-DAKO — programa Summit
v4.3). A taxa de morte celular induzida pelos quimioterapicos foi considerada como o
somatorio de todos os quadrantes, exceto o que representa as células vivas (células sem
marcacdo de anexina V e PI) (SOUZA et al., 2012).

3.1.7 Fracionamento subcelular e Western blot

As células receptoras A549 e MCF7 foram submetidas ao fracionamento
subcelular utilizando o kit NE-PER para separacédo das fracfes citoplasmatica e nuclear
(NE-PER® Nuclear and Cytoplasmatic Extraction Reagent Kit, Thermo Scientific). O
protocolo foi realizado de acordo com as especificagdes do fabricante para identificacdo
da localizagéo de NFkB/p65 (Cell Signaling, dilui¢do 1:2000) e Yb-1 (Abcam, diluigédo
1:1000). Como controles enddgenos foram utilizados Lamina B para regido nuclear
(Calbiochem, diluicdo 1:500) e HSC70 para regido citoplasmatica (Santa Cruz, diluicdo
1:100). Essas proteinas, e também survivina (R&D Systems, diluicdo 1:1000), clAP-
1(R&D Systems, diluicdo 1:500), XIAP (R&D Systems, diluicdo 1:2000), IxBa (Cell
Signaling, diluicdo 1:1000) e B-actina como controle enddgeno (Sigma, dilui¢do
1:5000) foram avaliadas por Western blot.

Para analise das proteinas em fracdo total, as células receptoras, doadoras e as
MPs foram homogeneizadas em tampédo contendo 40mM Tris-HCI pH 7,5; 10mM
EDTA, sendo adicionado na proporcdo de 1:1 dodecil sulfato de sodio a 10% (SDS).
Apobs dosagem pelo metodo Lowry, 50ug de proteinas foram adicionadas em geéis
desnaturantes de poliacrilamida e submetidas a eletroforese (Souza et al., 2011). A
transferéncia proteica e a marcagdo com anticorpos foram realizada como descrita
anteriormente, exceto pela utilizacdo de TBS-Tween (10mM Tris-HCI, pH 8,0; 150mM
de NaCl; 0,2% Tween-20) e bloqueio por 2 h. Os procedimentos referentes a revelacdo

apos da reacdo de quimioluminescéncia, incluiram a exposi¢do da membrana em filmes
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de raio X - Hyperfilm ECL (Amersham Biosciences) ou Kodak Diagnostic Film/Min-R
(Kodak) — e a revelacéo no processador Kodak X-OMAT.

3.1.8 Expressdo de RNA mensageiro e microRNAs por PCR em tempo real
3.1.8.1 Extracdo de RNA mensageiro pelo método TRIZOL e sintese de cDNA

As células receptoras e doadoras foram lavadas 3x com PBS e o RNAmM
extraidos por Trizol (Trizol® Reagent; Invitrogen). O protocolo foi iniciado com adicao
de 200uL de cloroformio, agitagdo manual e incubagdo por 3 min a temperatura
ambiente. Prosseguindo, as amostras foram centrifugadas a 12.000 g por 10 min a 4° C,
e a fase aquosa (sobrenadante) foi cuidadosamente retirada para evitar contaminagéo
com o DNA. O RNA, de cada amostra foi entdo precipitado pela adi¢cdo de 500uL de
isopropanol e incubado por 10 min a temperatura ambiente, seguido de centrifugacédo a
12.000 g por 10 min a 4° C. O pellet de RNA de cada amostra, foi lavado através da
remocao do sobrenadante e adigdo de 1mL de etanol 75% seguido de centrifugacao a
7500 g por 5 min a 4° C. O sobrenadante foi desprezado e ap6s secar, 0 RNA foi
dissolvido em 20uL de agua Milli-Q estéril, homogeneizado e desnaturado a 60° por 10

min.

Ao final do procedimento, o RNA foi quantificado (NanoDrop 1000
Spectrophotometer Thermo Scientific) e 2ug de cada amostra foi utilizada para a sintese
de uma fita Unica de cDNA como recomendado pelo fabricante do Kit Primed First-

Strand Ready-to-Go (Amersham Biosciences).

O RNAm das MPs foi extraido pelo Kit mirVana™ miRNA Isolation e 0 cDNA
sintetizado pelo kit Primed First-Strand Ready-to-Go conforme recomendacdo do

fabricante.

3.1.8.2 Extracdo de microRNA e Sintese de cDNA

A extracdo dos miRNAs das células receptoras, doadoras e das MPs foi realizada
de acordo com as instrugdes do Kit mirVana™ miRNA Isolation (Ambion). Ao final do
procedimento, os miRNAs foram quantificados (NanoDrop 1000 Spectrophotometer
Thermo Scientific) e 10ng de miRNA foram utilizados para a sintese do cDNA pelo kit

TagMan® MicroRNA Reverse Transcription; os iniciadores para RT (reverse
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transcription) utilizados foram fornecidos com as sondas no Kit, TagMan® MicroRNA
Assays. Para cada alvo - miR-21 (hsa-miR-21), miR-27a (TagMan hsa-miR-27a), miR-
451 (TagMan hsa-miR-451) e controle end6geno RNU6B (TagMan RNU6GB).

3.1.8.3 PCR em tempo real

A expressdo dos RNAm da Pgp, survivina, clAP-1 e XIAP foram realizadas
utilizando sondas especificas para Pgp/ABCB1 (Hs01067802_m1), survivina/BIRC5
(Hs000153353_m1), clAP-1/BIRC2 (Hs01112284) e XIAP/BIRC4 (Hs01597783_m1);
e o RNAm da pB-actina como controle endégeno com a sonda B-actina/ACTB
(Hs99999903 m1). Cada reagéo foi realizada em duplicada contendo cDNA, tampéo
Universal PCR Mastermix TagMan® (Applied Biosystems), a respectiva sonda
TagMan® (TagMan Gene Expression Assay - Applied Biosystems) e agua estéril para
equilibrar o volume. Os resultados foram obtidos pelo equipamento Step one Sequence
Detection (Applied Biosystems®), e para analise da quantificacdo da expressao relativa

utilizou-se a funcéo exponencial 222 (ACt = Ct 9enealvo _ c 9ene constitutive, AACt = ACt
tempo alvo _ ACt tempo de referéncia)

Os niveis de expressao dos miR-21, miR-27a e miR-451 também foram
realizadas pelo método TagMan. Cada condicdo foi realizada em duplicada por
experimento, contendo cDNA, tampédo Master Mix (2X TagMan Universal Mix), sonda
(20X TagMan Gene Expression Assay, Applied Biosystems) e agua estéril para

equilibrar a reacdo.

3.2 Parte 2
3.2.1 Cultura de células

As linhagens celulares utilizadas na segunda parte do trabalho (Tabela 3.3)
foram cultivadas em meio DMEM suplementado com 2mM de L-glutamina e 10% de
soro fetal bovino (SFB), e penicilina e estreptomicina, e mantidas em estufa a 37° C
com 5% de CO,. Para cultivo das linhagens HeLa MDR-off e HelLa Tet-off utilizou-se
SFB Tetracycline approved (Clontech) e a linhagem HeLa MDR-off foi cultivada na

presenca de doxiciclina ou tetraciclina (Clontech) para silenciamento da expressédo de
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Pgp como previamente descrito por Aleman e cols. (2003), sem suplemento de outros

antibidticos (Figura 3.2).

Tabela 3.3: Linhagens celulares

Linhagem celular Origem Cadigo Observagoes
HelLa MDR-off Carcinoma - Pgp-positiva
(ALEMAN et al.,. 2003) cervical
HelLa Tet-off Carcinoma - Pgp-negativa
(Clontech) cervical

Carcinoma de ATCC, CCL-2 Pgp-negativa

HelLa cervical

Linhagem Pgp-negativa
KB-3-1 derivada de HeLa

Linhagem Pgp-positiva
KB-8-5 (AKIYAMA et derivada de - Cultivo na presenca de
al., 1985) KB-3-1 10ng/ml de colchicina

Linhagem Pgp-positiva
KB-8-5-11 derivada de - Cultivo na presenca de
(AKIYAMA et al., 1985) KB-8-5 100ng/ml de

colchicina

Linhagem Pgp-positiva
KB-C1 (SHEN et al, derivada de - Cultivo na presenca de
1988) KB-3-1 1ug/ml de colchicina

ATCC=www.atcc.org; Pgp= Glicoproteina P
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Figura 3.2 Representacao esquematica da regulacdo Pgp/ABCB1/MDR1 pelo sistema Tet-
off. O elemento responsivo a tetraciclina (TER) localiza-se antes do promotor minimo do
citomegalovirus (PminCMV), 0 qual € reprimido na auséncia de ativagdo. Na auséncia de
tetraciclina ou doxiciclina, a proteina hibrida tTA (tetracycline-controlled transactivator) liga-
se ao TER e ativa a transcricdo de ABCBL1. Na presenga de tetraciclina ou doxiciclina a proteina
tTA néo é capaz de se ligar ao TER e a transcricdo de ABCB1 é repremida (Adaptado de
GALSKI et al., 2013).

3.2.2 Expressédo de RNA mensageiro por PCR em tempo real e PCR array
3.2.2.1 Extracdo de RNA mensageiro e Sintese de cDNA

O RNAmM das células de interesse foram extraidos a partir do kit RNAeasy
(Qiagem) de acordo com as instru¢es do fabricante. A concentracdo do RNA foi
mensurada (NanoDrop 1000 Spectrophotometer Thermo Scientific) e 1ug de RNA foi
utilizado para sintese de cDNA utilizando o kit High-Capacity cDNA Reverse

Transcription (Invitrogen).

3.2.2.2 PCR em tempo real

A expressdo dos RNAm da Pgp e TRAIL, foram realizadas utilizando sondas
especificas para Pgp/ABCB1 (Hs00184491 m1) e TRAIL/TNFSF10
(Hs00234356_m1); e o0 RNAm da do GAPDH (Hs99999905 m1) como controle
enddgeno. A reacdo foi realizada como descrita anteriormente (3.1.8.3) e os resultados
foram obtidos pelo equipamento 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied

Biosystems).
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3.2.2.3 PCR array

Para expressdo génica utilizando PCR array, 100ng de cDNA foram utilizados
para a corrida do TagMan® Array Micro Fluidic Card. O preparo das amostras foi
realizado de acordo com a instrucdo do fabricante. Foram utilizadas duas placas
diferentes para analise da expressdo génica, uma delas customizada contendo 380 genes
relacionados a MDR - Tagman Low Density Arrays_Applied Biosystems (Gillet et al.,
2011) - e a outra contendo 96 genes relacionados a apoptose (TagMan® Array Human
Apoptosis). Os resultados foram obtidos pelo aparelho 7900HT Fast Real-Time PCR
System (Applied Biosystems) e a anélise dos resultados avaliados pelo método 2744
utilizando o SDS RQ Manager software (GILLET et al., 2011).

3.2.3 Ensaios de transfeccdo
3.2.3.1 Transfeccéo plasmidial

O plasmideo pCMV6-XL5 (OriGene) foi utilizado para transfeccdo de TRAIL
nas células HeLa MDR-Off, KB-8-5-11 e KB-C1. A sequéncia contida no plasmideo foi
confirmada por sequenciamento e o mesmo expandido em bactérias competentes

(Invitrogen). O DNA plasmidial foi extraido utilizando o kit Hispeed Plasmid Maxi
(Qiagen).

Para a transfec¢do de pCMV6-XL5 nas células eucarioticas foram utilizados 2ug
de DNA utilizando o Amaxa® Cell Line Nucleofector® Kit R (Lonza) e o programa O-
005 do aparelho Nucleofector™ II (Lonza). O protocolo foi realizado de acordo com a
recomendacdo do fabricante referente as células HeLa. Como controle do ensaio de
transfeccdo utilizou-se 2ug de pmaxGFP vector (Lonza). As células HeLa MDR-Off,
KB-8-5-11 e KB-C1 foram avaliadas 24h apds transfeccao.

3.2.2.1 Infec¢do com baculovirus BacMam-Pgp

Os clones de expressédo para Pgp selvagem e mutante E556Q/E1206Q foram
gentilmente cedidos pelo Dr. Suresh Ambudkar (Sauna et al.,., 2002; Kapoor et at.,
2013). Células HeLa (2.5x10° células/condicao) foram colocadas em 3mL de DMEM e
infectadas com os clones de Pgp selvagem e mutante, separadamente (titulo de 50

particulas virais por célula). Apés incubacdo de 1h a 37° C, foram adicionados mais
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17mL de DMEM e as células foram incubadas por mais 2h. Em seguida, 10mM de
butirato de sddio foi adicionado e a expressdo e funcéo de Pgp e dos alvos de interesse
foram avaliadas apds 24h.

3.2.3.3 Silenciamento génico

Para o silenciamento da expressdo da Pgp e TRAIL o vetor shRNA pLKO.1-
puro (Addgene number 10878) foi utilizado como arcabouco para insergdo das
sequéncias CCGAACACATTGGAAGGAAAT (clone ID: TRCN0000059683. Sigma-
Aldrich) formando assim o vetor Pgp-shRNA; GCTGTAACTTACGTGTACTTT,
CCATTTCTACAGTTCAAGAAA e GTAACAAATGAGCACTTGATA (clone IDs:
TRCNO0000005925, TRCN0000005927 e TRCN0000005928, respectivamente. Sigma-
Aldrich) formando assim os vetores TNFSF10-shRNAs 25, 27 e 28. Como controle
utilizou-se uma sequéncia que ndo pareia em nenhum alvo humano conhecido - non-
targeting ShRNA (shRNA NS).

As particulas lentivirais foram produzidas via Lipofectamina 2000 (Invitrogen)
em células 293T transfectadas com os Pgp-shRNA, TRAIL-shRNAs ou NT-shRNA
junto com o plasmideo com envelope lentiviral (pMD2.G, Addgene number 12259) e
plasmideo de empacotamento lentiviral (psPAX2, Addgene number 12260). As células-
alvo (KB-8-5-11 e KB-C1 para Pgp-shRNA e NT-shRNA; e KB-3-1 para TRAIL-
shRNAs e NT-shRNA) foram transduzidas individualmente para cada sShRNA contendo
as particulas virais na presenta de 8ug/ml Polybrene® e as células silenciadas foram
selecionadas com 3ug/ml de puromicina. As células KB-8-5-11 e KB-C1 foram

selecionadas com 5ug/ml puromicina na presenca de 5uM de CsA.

3.2.4 Western blot

Para analise da expressao proteica o protocolo realizado foi o mesmo que
descrito anteriormente na sessdo 3.1.3.2, como descrito por Brimacombe et al., 2009.
Os alvos avaliados por Western blot foram anti-Pgp (clone C219 na diluicdo de
1:10000), anti-TRAIL (clone C92B9 - Cell Signaling), anti-caspase-3 (Cell Signaling), -
8 (clone 1C12 - Cell Signaling) e -9 (Cell Signaling), anti-Na*K*ATPase subunidade a
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(Clone M7-PB- M9 - Sigma), anti-DcR1 (LSBio clone LS-C154605), DcR2 (Cell
Signaling clone D13H4).

3.2.4.1 Andlise da apoptose via Western blot

As células foram incubadas com TRAIL recombinante humano (R&D 375-TL-
010) nas concentragBes de 5, 10 e 15 ng/ml por 24h. Em seguida as células foram
submetidas a analise da expressao das caspases-3, -8 e -9 por Western blot.

3.2.5 Atividade da Pgp

Para 0 ensaio classico da atividade da Pgp, 2x10° células/por condicdo foram
incubadas com 1ug/ml do substrato fluorescente calceina AM (caAM - Sigma) na
presenca ou auséncia de 1ug/ml do agente inibidor tariquidar (TXR9576) por 10 min a

37° C. Em seguida foram avaliadas por citometria de fluxo (FACs Calibur — BD).

Referente ao ensaio de inibicdo da atividade da Pgp para anélise da expressdo de
TRAIL/TNFSF10, as células foram incubadas com tariquidar, verapamil (Sigma) e
PSC833 (Tocris) por 24h em condi¢édo de cultivo (estufa de CO; a 37° C).

3.2.6 Imunodeteccdo de proteinas por citometria de fluxo

Para deteccdo da expressdo de Pgp (MRK-16, ABNOVA), DR4 (CD261-PE,
eBioscience) e DR5 (CD262-PE, eBioscience), 2x10° células/por condicdo foram
incubadas por 30 min a 37° C. Referente a marcagdo com MRK-16 as células foram
lavadas com meio de cultura (IMDM — Gibco) contendo 5% de SFB e incubadas com
anticorpo secundario (FITC-goat anti-mouse, Jackson Immuno Research Laboratories).
Como controles isotipicos foram utilizados mouse 1gG2a (R&D) e mouse 1gGl K

(eBioscience).
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3.2.7 Analise da localizacdo de TRAIL
3.2.7.1 Localizagéo subcelular de TRAIL por microscopia confocal

As células HeLa MDR-Off na presenca ou auséncia da doxiciclina e KB-C1
shNS e shABCBL1 foram processadas para andlise da localizacdo subcelular de TRAIL
(anti-TRAIL clone C92B9 - Cell Signalling) com anticorpo secundario anti-lgG rabbit
(Alexa-488, Invitrogen) como descrito anteriormente (3.1.5) e analisadas no
microscopio Zeiss LSM 510 NLO Meta pertencente ao CCR Confocal Microscopy Core
Facility, NCI, NIH.

3.2.7.2 ELISA

As células HelLa Tet-Off, HeLa MDR-Off e KB-C1 shRNA foram submetidas
ao ensaio de ELISA para mensuracdo do ligante soluvel TRAIL. O protocolo foi
realizado de acordo com as instrucdes do fabricante do kit DuoSet ELISA Development
(R&D System).
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4. RESULTADOS

4.1 Parte 1: Estudo da aquisicdo do fenotipo multifatorial mediado por MPs de

membranas em células tumorais
4.1.1 Identificagdo de MPs de membrana derivadas de células de LMC

De acordo com a literatura, MPs derivadas de membrana celular expdem a
fosfatidilserina (PS) na face externa da membrana durante sua formacdo, o que favorece
sua identificacdo através da marcacdo deste fosfolipideo (HUGEL et al., 2005). Além
disso, Bebawy e cols. (2009) verificaram que células resistentes de leucemia
linfoblastica liberam MPs espontaneamente no microambiente in vitro. Desta forma, as
MPs das células K562 (linhagem de LMC), e de sua variante resistente a drogas que
expressa  Pgp-positiva, denominada Lucena, foram isoladas através de
ultracentrifugacdo. Os resultados obtidos revelaram que ambas as linhagens de LMC
foram capazes de liberar espontaneamente MPs in vitro (Figura 4.1 B e C). Tais MPs,
derivadas de K562 e da variante resistente Lucena representaram, respectivamente,
52.22% e 50% da populacéo positiva para marcacdo de FITC-anexina V. Essa marcagdo
representa a exposicdo de fosfatidilserina na regido externa da membrana das MPs
(Figura4.1 D e E).

A

Figura 4.1. Linhagens celulares liberam espontaneamente microparticulas (MPs) in vitro.
MPs isoladas de células K562 (B) e Lucena (C) foram identificadas por citometria de fluxo
através da analise de FCS (forward light scattering) vs. SSC (side light scattering). O sinal SSC
emitido das MPs foi comparado ao sinal emitido pelo PBS estéril (A). 52.22% dos eventos
referentes as MPs derivadas das células K562 (D) e 50% dos eventos referentes as MPs
derivadas das células Lucena foram positivos para marcacao de FITC-anexina V.
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4.1.2 Caracterizacdo das MPs derivadas das células de LMC com fenétipo MDR

A fim de avaliar o contetdo que as MPs derivadas de células resistentes podem
carrear, avaliou-se presenca de Pgp, proteinas soltveis e RNAs (RNAmM e miRNASs) que
também estdo envolvidos com o fenotipo de resisténcia. Inicialmente, foi possivel
confirmar que MPs derivadas de células com fen6tipo MDR carreiam Pgp na superficie
da membrana. Utilizando citometria de fluxo, verificou-se que aproximadamente 22%
do total da populagdo selecionada referente as MPs sdo positivas para marcacdo de Pgp
(Figura 4.2A). Por outro lado, MPs derivadas das células K562 ndo carreiam Pgp em

sua superficie (Figura 4.2B).

Posteriormente, utilizando técnicas de Western blot e qRT-PCR, foi possivel
demonstrar que MPs Pgp-positivas também carreiam proteinas antiapopt6ticas como
survivina e clAP1, além de uma pequena quantidade de XIAP (Figura 4.2C). Os
respectivos RNAmM — BIRC5 e BIRC2 -, exceto BIRC4, estdo incluidos no conteddo da
MPs, assim como o RNAm da Pgp, ABCBL1 (Figura 4.2D).

Por fim, as MPs foram submetidas ao ensaio de gRT-PCR para analise de
miRNAs. Dados na literatura mostraram que miR-27a, miR-451 e miR-21 estdo
relacionados a expressao de Pgp e podem contribuir para a resisténcia a quimioterapicos
em células neopléasicas (MEDINA et al., 2008; ZHU et al., 2008). Os resultados obtidos
nesse trabalho revelaram que MPs derivadas de células resistentes carreiam miR-27a,
miR-451 e miR-21 como contetdo (Figura 4.2D).
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Figura 4.2. Microparticulas (MPs) derivadas de células MDR-positivas carreiam
moléculas proteicas e de RNAmM relacionadas a resisténcia. A expressao de Pgp foi analisada
nas MPs derivadas das células Lucena (Pgp-positiva) (A) e das células K562 (Pgp-negativas)
(B) por citometria de fluxo. Histograma preto corresponde ao controle negativo e o histograma
cinza corresponde a marcagdo com anticorpo anti-Pgp conjugado a PE. Os niveis das proteinas
clAP-1, survivina e XIAP foram avaliadas através de Western blot nas células Lucena e nas
MPs Pgp-positivas. B-actina foi utilizada como controle enddgeno (C). Os niveis de RNAmM
ABCB1, BIRC2, e BIRC4 foram avaliados nas células Lucena e nas MPs Pgp-positivas por qRT-
PCR. Os valores obtidos no qRT-PCR foram normalizados pelo valor do RNAm da f-actina
(D). Os niveis de miR-21, -451 e -27a foram avaliados nas células Lucena e nas MPs Pgp-
positivas. Os valores obtidos foram normalizados pelo RNUB6 (E).

4.1.3 Células neoplasicas sensiveis a quimioterapicos adquirem um perfil de
resisténcia através da transferéncia intercelular de proteinas e RNAs associados a
MDR

A fim de verificar o efeito das MPs derivadas de células resistentes na aquisi¢éo
do perfil MDR em linhagens celulares que ndo expressam Pgp, células receptoras
sensiveis a farmacos (A549 e MCF7) foram submetidas ao co-cultivo com células Pgp-
positivas (Lucena). Os procedimentos relacionados ao co-cultivo foram realizados
utilizando insertos Transwell® para evitar contaminacdo e contato entre as células de

diferentes origens (ver material e métodos). Os dados obtidos mostraram que ambas as
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linhagens A549 e MCF7 adquiriram expressdo proteica e de RNAm de Pgp. Além
disso, por microscopia de fluorescéncia foi possivel observar clusters de Pgp nas células

receptoras (Figura 4.3).

O proximo passo do estudo foi avaliar a expressdo das proteinas survivina,
clAP-1 e XIAP nas células receptoras, apds o co-cultivo com as células Pgp-positivas.
Referente a linhagem A549, apds o co-cultivo observou-se claramente um aumento na
quantidade proteica das trés IAPs analisadas tanto no nivel proteico como no nivel de
RNAmM. No entanto, ap6s o co-cultivo as células MCF7 apresentaram apenas um
aumento discreto referente a expressdo da XIAP e nenhuma alteracdo nos niveis de
RNAmM de BIRC2 (Figura 4.4). Os resultados referentes as alteragbes de RNAm foram
confirmados mediante o co-cultivo direto das células receptoras com as MPs derivadas
das células Pgp-positivas (Figura 4.5). Além disso, as linhagens A549 e MCF7 foram
cultivas com meio condicionado proveniente das células Pgp-positivas e ndo foram
observadas alteracGes na expressdo proteica das IAPs e da Pgp (Figura 4.6). Esses
resultados indicam que a transferéncia de proteinas e RNAm via MPs ocorre de maneira

independente do tipo celular.

Em seguida, com o objetivo de avaliar se a aquisicdo da expressao da Pgp e o
aumento na quantidade proteica da survivina, clAP-1 e XIAP poderiam induzir o
fendtipo MDR, as células receptoras foram submetidas aos ensaios de atividade de
efluxo da Pgp e de apoptose induzida por quimioterapicos. A Figura4.7A mostra que as
células A549 e MCF7, ap6s co-cultivo com células Pgp-positivas, adquiriram a
expressdao de uma Pgp funcional com discreta atividade de efluxo (MFI=1,3 e 1,4,
respectivamente). Em relacdo a apoptose, as células A549 e MCF7 foram tratadas
respectivamente, com cisplatina e paclitaxel por 24 h, antes e ap6s co-cultivo com
células Pgp-positivas. Os resultados obtidos mostraram que houve uma redugdo de
aproximadamente 33% na taxa de apoptose induzida nas células A549 (Figura 4.7B);
enquanto as celulas MCF7 mostraram reducdo de aproximadamente 15% (Figura 4.7C).
Esses dados indicam que as MPs derivadas de células resistentes sdo capazes de induzir

o fen6tipo MDR em linhagens tumorais sensiveis a farmacos.
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Figura 4.3. Células A549 e MCF7 adquirem expressédo da glicoproteina P (Pgp) apds co-
cultivo com células Pgp-positivas. A expressao de Pgp foi analisada por citometria de fluxo —
histograma hachurado representa o controle negativo, histograma cinza representa células antes
do co-cultivo e histograma preto representa células apds co-cultivo (A); Western blot -
Na+K+ATPase foi utilizado como controle enddgeno (B); gRT-PCR — os niveis de RNAm de
ABCB1 foram normalizados pela expressdo do RNAmM de B-actina (C); e microscopia de
fluorescéncia — DAPI foi utilizado para marcacdo nuclear (azul) e anticorpo monoclonal UIC2
para marcacdo anti-Pgp (verde). Setas indicam clusters de Pgp. As imagens foram capturadas
com aumento de 100X.
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Figura 4.4. A expressdo de genes e proteinas da familia de inibidores da apoptose (I1APs)
foram aumentados em células Pgp-negativas ap6s co-cultivo com células Pgp-positivas.
Expressdo dos genes e das proteinas survivina (BIRC5), XIAP (BIRC4) e clAP-1 (BIRC2) nas
células A549 (A — painel superior; B — painel esquerdo) e MCF7 (A — painel superior; B —
painel direito) apds co-cultivo com células Pgp-positivas. gRT-PCR foi utilizado para analise de
RNAm com os valores obtidos normalizados pelo RNAm da B-actina. A proteina -actina foi
utilizada como controle enddgeno para Western blot.
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normalizados pelo RNAm da p-actina.
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Figura 4.6. Cultivo das células Pgp-negativas com meio condicionado (MC) proveniente de
células Pgp-positivas ndo altera a expressdo das proteinas inibidoras da apoptose.
Expressdo das proteinas clAP-1, survivina e XIAP nas células A549 e MCF7 mediante cultivo
com meio condicionado proveniente de células Pgp-positivas. A proteina f-actina foi utilizada
como controle endégeno para Western blot.
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Figura 4.7. Células Pgp-negativas adquirem fenétipo de resisténcia ap6s co-cultivo com
células Pgp-positivas. A atividade de Pgp em células A459 (A — painel esquerdo; MFI=1,3) e
MCF7 (A — painel direito; MFI=1,4) foi analisada por citometria de fluxo ap6s incubag¢do com o
fluorocromo rodamina 123 (Rho-123) com ou sem ciclosporina A (CsA). Histograma cinza
representa positividade na atividade de Pgp e histograma hachurado representa células com Rho
(direita) ou células apenas (esquerda). Células A549 (B) e MCF7 (C) foram tratadas com
cisplatina e paclitaxel, respectivamente, por 24h e a taxa de apoptose induzida foi avaliada por
citometria de fluxo através da marcacdo de FITC-anexina V e iodeto de propideo (PI).
Cisplatina induziu 40% de morte nas células A549 (painel do meio) e apenas aproximadamente
6% de morte celular nas células apés co-cultivo com células Pgp-positivas (painel da direita).
Células ndo tratadas estdo representadas no painel esquerdo (B). Paclitaxel induziu
aproximadamente 30% de morte nas células MCF7 (painel do meio) e apenas aproximadamente
14% de morte celular nas células apds co-cultivo com células Pgp-positivas (painel da direita).
Células ndo tratadas estdo representadas no painel esquerdo (C).
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4.1.4 Proteinas relacionadas a vias oncogénicas contribuem para um fenotipo de
resisténcia multifatorial em células tumorais sensiveis apds a transferéncia de

proteinas e RNAs envolvidos com a MDR

A ativacdo constitutiva da via de NFxB tem sido observada em varios tumores
solidos e neoplasias hematologicas e esta relacionada a oncogénese, uma vez que essa
via controla varios mecanismos incluindo a regulacdo de genes antiapoptoticos e de
resisténcia (BRAUN et al., 2006). Como indicado nas Figura 4.2, 0o RNAm de BIRC4
ndo foi identificado como contetdo das MPs derivadas de células Pgp-positivas. No
entanto, os resultados obtidos mostraram um aumento nos niveis de RNAm de BIRC4
em ambas as células receptoras, co-cultivadas com as células Pgp-positivas ou com as
MPs derivadas das mesmas (Figuras 4.4 e 4.5). Diante desse contexto, a via de NFkB
foi avaliada através de sua localizacdo subcelular e da regulacdo de seu inibidor
enddgeno IkBa. Os niveis de expressdo de lkBo foram reduzidos nas células A549 e
MCF7 mediante co-cultivo com MPs derivadas de células Pgp-positivas (Figura 4.8A).
Concomitantemente, foi observada uma redistribuicdo subcelular de NFxB, com
predominante localizagcdo nuclear apds o co-cultivo (Figura 4.8B). Esses resultados
sugerem fortemente o envolvimento funcional da via de NF«xB na regulacdo intrinseca
de BIRC4. Além disso, a localizacdo nuclear de NFxB pode contribuir para regulacdo

enddgena das outras 1APs e da Pgp (Figura 4.8C).

A via de Yb-1 também foi avaliada através dos niveis de expressao proteica e
localizagdo subcelular. Dados da literatura demonstram que Yb-1 é uma proteina
multifuncional que também esta envolvida na regulacdo transcricional e na resisténcia a
quimioterapicos (KUWANO et al., 2003; KUWANO et al., 2004). De acordo com 0s
dados obtidos, ndo foram observadas alteracBes nos niveis de expressdo de Yb-1 nas
células receptoras ap0Os co-cultivo com MPs derivadas de células Pgp-positivas
(Figurad.8A). No entanto, Yb-1 apresentou-se diferencialmente distribuido nas células
receptoras ap0s co-cultivo. Nas células A549 foi possivel observar uma localizagdo
perinuclear de Yb-1 sem que houvesse alteracdes nas fracGes citoplasmatica e nuclear,
enguanto nas células MCF7 foram observados focos nucleares de Yb-1 e um aumento
na fracdo nuclear (Figura4.8B e C). Esses resultados sugerem que os focos nucleares de

Yb-1 podem contribuir para a transcricdo endégena de Pgp nas células MCF7.
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Figura 4.7. O perfil de expressdo das vias de NFkB e Yb-1 foram alterados nas células
Pgp-negativas ap0ds co-cultivo com MPs isoladas. A via de NFkB foi analisada nas células
A549 e MCF7 através da degradacdo de IkxBo (A), localizagdo subcelular de NFxB por
microscopia de fluorescéncia (B) e fracionamento celular (C). A via de Yb-1 foi analisada em
ambas as linhagens celulares através da expressdo da proteina total (A), fracionamento celular
(B) e localizacdo subcelular por microscopia de fluorescéncia (D). A proteina B-actina foi
utilizada como controle endégeno para a analise das proteinas totais por Western blot, lamina B
e HSC70 foram utilizados como controle enddgeno e de pureza das fragbes nuclear e
citoplasmatica (cit), respectivamente. DAPI foi utilizado para marcagdo nuclear (azul),
anticorpo policlonal anti-NFxB/p65 (verde) e anticorpo policlonal anti-Yb-1 (vermelho).
Aumento de 100x.

4.1.4 MPs derivadas de células com perfil MDR transferem miRNAs oncogénicos

e de resisténcia a células tumorais sensiveis

Os resultados obtidos anteriormente demonstraram que as MPs derivadas de
células Pgp-positivas carreiam miR-27a, -451, e -21 (Figura 4.2). Por essa razao, esses
miRNAs foram avaliados nas células receptoras ap6s co-cultivo com MPs derivadas de
celulas resistentes. Os resultados obtidos mostraram um aumento nos miR-27a e miR-
451 nas celulas A549 e MCF7 mediante co-cultivo. Além disso, 0 miRNA-21, que
apresenta caracteristicas oncongénicas mostrou-se aumentado nas células MCF7 apés o
co-cultivo com MPs derivadas de células resistentes (Figura 4.8). Esses resultados

sugerem que miR-27a e miR-451 podem contribuir na regulacéo intrinseca do RNAm
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de ABCB1 em ambas as linhagens receptoras, e que 0 miR-21 pode contribuir para um

potencial mais maligno das células MCF7.
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Figura 4.8. Células Pgp-negativas apresentaram aumento na expressdo de miR-27a, -451 e
-21 foram apo6s co-cultivo com microparticulas (MPs) Pgp-positivas. Células A549 (painel
esquerdo) e células MCF7 (painel direito) foram submetidas a anélise da expressdao dos miR-
27a, -451 and -21 mediante co-cultivo com MPs isoladas de células Pgp-positivas. Os valores
obtidos foram normalizados pelo RNUBS.
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4.2 Parte 2: Estudo da relacdo da expressdo da Pgp com genes e proteinas que

participam das vias que regulam a apoptose

4.2.1 Doxiciclina induz menos alteracdes no perfil de expressao dos genes ligados

a MDR do que a tetraciclina em células HeLa com sistema Tet-Off.

As células HeLa MDR-Off foram previamente desenvolvidas por Aleman e cols.
(2003) utilizando o sistema Tet-off. Essas células apresentam a regulacdo da expressdo
do gene da Pgp através da tetraciclina; na presenca da tetraciclina ocorre a repressao do
gene (ver Materiais e Métodos). No entanto, essa linhagem é também responsiva a
doxiciclina, e a fim de verificar o melhor farmaco e concentra¢do para regulacdo da
expressdo da Pgp, as células HeLa MDR-Off foram tratadas com 0.002, 0.02, 0.2 and 2
ug/ml de tetraciclina e 0.0001, 0.001, 0.01 and 0.1 pg/ml de doxiciclina. Os niveis de
expressao proteico e de expresséo do RNAm da Pgp/ABCB1 foram avaliados por
Western blot, citometria de fluxo e gRT-PCR. Os dados obtidos mostram que a
tetraciclina foi capaz de reprimir a expressdo de Pgp; no entanto, a doxiciclina induziu o
mesmo efeito em menores concentracdes (Figura 4.9). Assim, o proximo passo foi
avaliar as condigdes para otimizacdo do efeito da doxiciclina na expressédo da Pgp. As
concentragfes de 0.001, 0.005 e 0.01 ug/ml de doxiciclina foram testadas nas células
HeLa MDR-Off por dois, trés e quatro dias para verificar a melhor concentracdo e
tempo para o silenciamento da Pgp. Em seguida, para avaliar o tempo no qual os niveis
de expressdo da Pgp eram restabelecidos, a doxiciclina foi retirada do meio de cultura e
as células HeLa MDR-Off foram analisadas quanto a expressdo da Pgp um, dois, trés e
quatro dias apds a retirada da doxiciclina (Figura 4.10). Os resultados obtidos
demonstraram que a expressdo de Pgp € reprimida a partir de 0.005 pg/ml de
doxiciclina apés 3 dias de incubag@o. No entanto, embora os niveis de expressdo de Pgp
tenham sido restabelecidos, sua funcdo ndo foi completamente restaurada. Por essa
razdo para 0s proximos experimentos apenas foram utilizadas células HeLa MDR-Off
expressando Pgp e na presenca de 0.005 ug/ml de doxiciclina por trés dias, o que

representa a Pgp silenciada (Figura 4.11).

Posteriormente, as células HeLa Tet-Off (controle das células HeLa MDR-Off)
foram incubadas com 2 pg/ml de tetraciclina e com 0.005 pg/ml doxiciclina para
comparacdo quanto ao efeito na expressdo génica utilizando uma plataforma

customizada de TLDA (TagMan Low Density Array), a qual apresenta 380 genes
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relacionados a MDR (GILLET et al., 2011). De acordo com os dados obtidos com esse
array, dezessete genes foram alterados pela tetraciclina enquanto apenas nove foram
alterados pela doxiciclina (Tabela 4.1). Em conjunto esses dados indicam que a
doxiciclina controla a expressédo de Pgp e nas células HeLa MDR-Off induzindo menos

alteracdes génicas que a tetraciclina.
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Figura 4.9. Anélise da expressdo da glicoproteina P (Pgp) através do modelo HeLa MDR-
Off. As células HeLa MDR-Off foram incubadas com tetraciclina ou doxiciclina por quatro
dias e submetidas a analise da expressdao do RNAm da Pgp/ABCBL1 (A) e da expressao proteica
por Western blot (C) e por citometria de fluxo (D). Os niveis de RNAm foram normalizados
pelo valor do RNAm de GAPDH e Na+K+ATPase foi utilizado como controle endégeno na
técnica de Western blot.
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Figura 4.10: Efeito da doxiciclina (Dox) na expressao de glicoproteina P (Pgp) em células
HeLa MDR-Off. Esquema representativo da cultura das células HeLa MDR-Off na presenca e
auséncia de Dox (A). Efeito de diferentes concentragGes de Dox na expressdo proteica da Pgp,
sendo o silenciamento na presenca de Dox (B) e a restauracdo do niveis de expressdo apos a
retirada de Dox (C). Na+K+ATPase foi utilizado como controle endégeno na técnica de

Western blot.
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Figura 4.11: Efeito de 0.005pg/ml de doxiciclina (Dox) na expressdao e fungdo da
glicoproteina P (Pgp) em células HeLa MDR-Off. As células HeLa MDR-Off foram
incubadas por trés dias com 0.005ug/ml de Dox e avaliadas quanto a expressdo (A) e atividade
(B) da Pgp por citometria de fluxo. Painel superior representam células sem Dox; painel do
meio representam células ap6s 3 dias de incubagdo com 0.005ug/ml de Dox; e painel inferior
representa células apds 3 dias da retirada de Dox. Para o ensaio funcional foram utilizados
tariquidar como agente modulador e calceina AM como substrato fluorescente da Pgp.
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Tabela 4.1. Efeito comparativo da tetraciclina e doxiciclina em 380 genes relacionados a MDR

em células HeLa TET-Off.

Genes Tetraciclina Genes Doxiciclina
(expresséo relativa (expressao relativa
- Vezes) - vezes)

ABCB7 -15.52 ABCA13 -2.09

ABCE1l 2.02 ABCD?2 -3.54

APOE -2.02 GPX2 -2.13

CCND1 201 PDGFRB 97.47

CDKNI1A -2.20 POLI 12.24

CLDN1 3.05 PTEN -4.41

CLDN7 -2.55 SIRT4 -4.52

FOS -2.77 SLC2A5 2.34

IL6 -9.17 TNFSF10 2.87
MT2A -3.78 - -
NRAS -4.77 - -
PDGFRB 482.0 - -
POLI 14.18 - -
SIRT4 -2.25 - -
SLC2A5 7.50 - -
TNF -4.52 - -
TNFSF10 -3.81 - -

O valor de +2.00 e -2.00 foram utilizados como ponto de corte para analise da expressdo génica.
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4.2.2 Analise da expressdo de genes relacionados a apoptose em células Pgp-

positiva revela correlacédo inversa entre as expressoes de Pgp e TRAIL

A fim de verificar a relevancia da expresséo de Pgp com a expressdo de genes
relacionados a apoptose, as células HeLa MDR-Off sem doxiciclina (Pgp°™) e com

doxiciclina (Pgp°™*

) foram utilizadas para analise de 96 genes utilizando PCR array.
Como controle foram utilizadas células HeLa Tet-Off do efeito da doxiciclina. Os dados
obtidos mostraram que onze genes apoptoticos foram correlacionados a expressdo de
Pgp, porém oito desses onze também foram alterados nas células HelLa Tet-Off na
presenca de doxiciclina (Tabela 4.2). Dessa maneira, para identificar um gene
apoptético que realmente estivesse correlacionado a expressdo de Pgp, as células KB-8-
5, KB-8-5-11 e KB-C1 (Pgp-positivas) foram comparadas a linhagem parental KB-3-1
(Pgp-negativa). Os resultados obtidos mostraram que 34 genes se correlacionaram a
expressao de Pgp, porém apenas 12 foram alterados nas trés linhagens (Tabela 4.3). Ao
comparar as tabelas 4.2 e 4.3 foi possivel identificar o gene TNFSF10 (TRAIL) como
correlacionado a expressdo de Pgp em todas as linhagens analisadas. As analises da

expressao e da funcao dessas linhagens sdo demonstradas na Figura 4.12.
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Tabela 4.2. Anélise da expressdo de 96 genes relacionados a apoptose mediante

expressdo da glicoproteina P em células HeLa MDR-Off.

Expressédo relativa — HeLa Tet-Off
(referéncia) x HeLa Tet-Off +
Genes Doxiciclina
BCL2A1 -3.30 +3.07
BIRC1 -9.24 +3.46
BIRCS -490 +3.10
CASP6 -3.14 +1.73
CASP9 291 £1.25
DAPK1 3.68 £4.04
LTA 434 +3.73
LTB 6.34 £1.21
TNF 3.64 +4.89
TNFRSF1B 6.39 +0.96
TNFSF10 2.61 £2.92
Expressao relativa — HeLa MDR-Off
(referéncia) x HeLa MDR-Off +
Genes Doxiciclina
BCL2A1 -12.49 +2.88
BIRC1 16.60 *3.49
CASP1 2.00+£0.94
CASP10 2.18 + 0.66
CASP5 11.26 +5.44
CASP9 331 £2.13
DAPK1 -15.12 +1.61
LTA 5.29 +3.90
TNF -2.31 £1.49
TNFRSF1B 430 £0.71
TNFSF10 16.6 +£1.92

O valor de +2.00 e -2.00 foram utilizados como ponto de corte para analise da expressdo génica.
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Figura 4.12. Analise da expressao da glicoproteina P (Pgp) em células KBs resistentes e na
linhagem parental KB-3-1. As células KB-3-1; KB-8-5, KB-8-5-11 e KB-Clforam
submetidas a andlise da expressdo do RNAm da Pgp/ABCBL (A) e da expressdo proteica por
Western blot (B) . Os niveis de RNAm foram normalizados pelo valor do RNAm de GAPDH e
Na+K+ATPase foi utilizado como controle enddgeno na técnica de Western blot.
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Tabela 4.3. Andlise da expressdo de 96 genes relacionados a apoptose mediante

expressdo da glicoproteina P em células KBs resistentes.

Gene KB-8-5 KB-8-5-11 KB-C1
APAF1 -2.45 -2.06 S/IA
BAD S/IA -2.13 -2.25
BCL2Al S/IA 2.63 37.56
BCL2L1 2.56 2.76 2.91
BCL2L14 S/IA -35.74 S/IA
BIK -3.53 S/IA S/IA
BIRC3 S/IA S/IA 2.35
BIRC7 SIA -2.23 -5.95
BIRCS S/IA S/IA -18.00
BNIP3 -6.79 -3.53 -5.71
BNIP3L -3.34 S/IA -2.20
CARDG -5.29 -4.59 -2.39
CARD9 S/IA -2.10 S/IA
CASP1 -2.23 -2.14 S/IA
CASP10 2.01 S/IA 2.10
CASP14 -22.31 -2.94 -2.84
CASP6 S/IA -2.36 S/IA
CASP9 S/IA -1.22 -3.83
CFLAR S/IA S/IA 2.56
ESRRBL1 -3.82 -3.80 -3.16
FADD 2.37 2.10 2.62
FAZ S/IA S/IA -3.11
HRK 17.29 22.17 28.27
IKBKE 3.15 2.29 5.44
IKBKG 2.29 S/IA S/IA
LRDD -2.54 -3.02 -2.59
LTA S/IA 45.49 S/IA
LTB -32.01 2.54 S/IA
NFKB?2 2.11 S/IA 3.17
RELB 2.42 2.17 2.74
TNF -4.33 S/IA S/IA
TNFRSF25 4.82 8.59 8.89
TNFSF10 3.30 2.97 2.02
TRADD S/IA -2.51 -2.32

O valor de +2.00 e -2.00 foram utilizados como ponto de corte para anélise da expresséo génica.
A linhagem KB-3-1 que ndo expressa a Pgp foi utilizada como linhagem referéncia para analise
da expressdo relativa. S/A representam 0s genes que nao sofreram alteragBes. Os genes
alterados nas trés linhagens avaliadas estdo destacados em negrito.
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4.2.3 A expressdo endogena de TRAIL é dependente da expressdo e funcao da
Pgp

O préximo passo do estudo foi confirmar que a Pgp estava envolvida com a
expressdao de TRAIL e para isso ambos os genes foram validados por qRT-PCR
utilizando sondas especificas (Figura 4.13A e B). Os niveis proteicos também foram

analisados e revelaram que HeLa MDR-Off/Pgp°™

apresentam niveis elevados de
TRAIL (Figura 4.13C e D). O aumento da expressdo de TRAIL mostrou-se tempo-
dependente a diminuicdo da expresséo de Pgp nas células HeLa MDR-Off/Pgp®"
(Figura 4.13E). Além disso, foi possivel observar que as células HeLa MDR-Off/Pgp°"
submetidas a superexpressao transiente de TRAIL apresentaram reducdo nos niveis de
expressdo de Pgp, demonstrando que a correlagdo entre Pgp e TRAIL é bidirecional

(Figura 4.13F).

Utilizando shRNA a expressdo de Pgp foi silenciada nas células KB-8-5-11 e
KB-C1 para confirmar a correlacdo entre as expressdes de Pgp e TRAIL em células
resistentes mantidas com quimioterapico. Os resultados obtidos mostraram que ambas
as linhagens KB-8-5-11/shABCB1 e KB-C1/shABCB1 apresentaram aumento na
expressao de TRAIL comparadas as respectivas células controle (KB-8-5-11 shNS e
KB-C1 shNS) (Figura 4.14A). Além disso, quando as células KB-8-5-11 e KB-C1
foram submetidas a transfecgdo transiente com o vetor de TRAIL para superexpressao
do mesmo, foi possivel observar aumento nos niveis de expressdo da Pgp (Figura
4.14B). Esses dados confirmam a correlacdo das expressdes de Pgp e TRAIL em

diferentes linhagens celulares.

A fim de explorar a correlacdo de Pgp e TRAIL, o proximo passo foi avaliar se a
funcdo de efluxo da Pgp também estaria associada a expressdo de TRAIL. Inicialmente,
a atividade de Pgp foi bloqueada com os inibidores verapamil, tariquidar e PSC833,
sendo em seguida submetidas a analise da expressdo de TRAIL por qRT-PCR. Como
demonstrado na Figura 4.15A, as células MDR-Off/Pgp®" com a atividade da Pgp
bloqueada pelos inibidores quimicos, exceto o verapamil, apresentaram aumento na
expressao de TRAIL. Esses dados sugerem que a expressdo enddgena de TRAIL é
também dependente da fungdo de Pgp. Para confirmar essa hipotese, células Hela
foram infectadas com vetores virais expressando Pgp selvagem e com Pgp apresentando
mutacdo (E556Q/E1206Q) que impede sua atividade de efluxo. Os resultados obtidos

mostraram que as células que expressam Pgp mutada obtiveram maior expressdo de
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TRAIL em relacdo as células expressando Pgp selvagem (Figura 4.15B e C). Assim,
nossos dados demonstram que a atividade de Pgp é essencial para a baixa expressao de
TRAIL.
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Figura 4.13: Andlise da correlagdo inversa entre a expressdo de glicoproteina P (Pgp) e
TRAIL em células HeLa MDR-Off. Analise do RNAm e dos niveis proteicos de Pgp/ABCB1
em células HeLa MDR-Off na presenca de doxiciclina (Dox) (A,C). Analise do RNAm e dos
niveis proteicos de TNFSF10/TRAIL quando a expressdo de Pgp estd silenciada mediante
presenca de Dox (B,D). Andlise da expressdo de TNFSF10/TRAIL quando Pgp é silenciada de
maneira tempo-dependente na presenca de Dox (E). (F) Analise da expressao de Pgp em células
HeLa MDR-Off mediante superexpressao transiente de TRAIL com plasmideo pCMV6-XL5.
Os niveis de RNAm foram normalizados pelo valor do RNAm de GAPDH e Na+K+ATPase e
GAPDH foram utilizados como controle end6geno na técnica de Western blot.
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Figura 4.14: Andlise da correlagdo inversa entre a expressdo de glicoproteina P (Pgp) e
TRAIL em células KB-8-5-11 e KB-C1. Andlise dos niveis proteicos de TRAIL em células
KB-8-5-11 e KB-C1 silenciadas para Pgp (shABCB1) (A). Anéalise da expressdo de Pgp em
KB-8-5-11 e KB-C1 mediante superexpressdo transiente de TRAIL com plasmideo pCMV6-
XL5 (B). Sh NS representam células silenciadas para alvo ndo especifico. Na+K+ATPase e
GAPDH foram utilizados como controle end6geno na técnica de Western blot.
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Figura 4.15. Expressdo de TRAIL é dependente da expressdo e funcdo da glicoproteina P
(Pgp). Células HeLa MDR-Off foram submetidas a incubacdo com inibidores da funcéo da Pgp
— Verapamil (VRP), Tariquidar (TXR) e PSC833 - e apds 24h a expressdo do RNAm de
TNFSF10/TRAIL foi analisada por gRT-PCR (A). Células HelLa foram transfectadas com
vetores virais para Pgp selvagem (WT) e Pgp mutante (EQ -com mutacdo nos dominios de
ligacdo ao ATP). A funcgdo da Pgp foi analisada nas células HeLa controle (ctrl) e transfectadas
(B), assim como a expressdo do RNAm de TNFSF10/TRAIL (C) e expressdo proteica de Pgp e
TRAIL (D). Os niveis de RNAm foram normalizados pelo valor do RNAm de GAPDH e
Na+K+ATPase e GAPDH foram utilizados como controle enddgeno na técnica de Western blot.
Para o ensaio funcional foram utilizados TXR como agente modulador e calceina AM como
substrato fluorescente da Pgp.
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4.2.4 A localizacdo citoplasmatica de TRAIL contribui para resisténcia ao ligante

TRAIL em células Pgp-negativas

Tem sido discutido na literatura a importancia da via extrinseca da apoptose
como alvo para o tratamento de neoplasias. Além disso, devido a potencial de TRAIL
em induzir apoptose em varios tipos tumorais e pouco induzir morte em células nédo
transformadas, TRAIL na forma sollivel (STRAIL) tem sido utilizada em ensaios
clinicos (Srivastava 2001; Falschlehner et al., 2007). No presente estudo, as células
HeLa MDR-off/Pgp°™", HeLa MDR-off/Pgp°", KB-3-1 e KB-C1 foram tratadas com o
ligante TRAIL e avaliadas quanto a taxa de apoptose induzida. Os dados obtidos
mostraram que apds 24h de tratamento as células silenciadas para Pgp, e
consequentemente, que apresentam maior expressao de TRAIL enddgeno mostraram
maior sensibilidade ao tratamento com o STRAIL. Além disso, as células KB-C1/shNS
e KB-C1/shABCB1 também foram tratadas com o STRAIL e os resultados confirmaram
que células com baixos niveis de expressdo de Pgp, e consequentemente maiores niveis
de expressdo de TRAIL enddgeno, apresentam mais resisténcia ao STRAIL (Figura
4.16).

Visando verificar o impacto do silenciamento da expressdo da Pgp na
localizagdo subcelular de TRAIL as células HeLa MDR-off/Pgp°™" e KB-C1 shABCB1
foram submetidas a analise por microscopia confocal. Os dados obtidos revelaram que
TRAIL estava localizado no citoplasma de ambas as células Pgp-negativas (Figura
4.17A). Além disso, através do ensaio de ELISA ndo foi possivel observar diferencas
nos niveis de TRAIL secretados entre as células Pgp-positivas e Pgp-negativas (Figura
4.17B). Esses dados indicam que o aumento da expressdo de TRAIL observado no
compartimento citosolico de células Pgp-negativas, ndo é secretado por essas células o

gue sugere um papel diferenciado de TRAIL na apoptose.

O proximo passo foi avaliar a expressdo dos receptores de TRAIL. N&o foram
observadas alteragdes na expressao dos receptores de morte DR4 e DR5 nas linhagens
HeLa MDR-Off/Pgp®N, HeLa MDR-Off/Pgp°™, KB-C1 shNS e KB-C1 shABCB1
(Figurad.18A e B). No entanto, em analise dos receptores do tipo decoy foi possivel
observar aumento na expressdo de DcR1 e diminui¢do da expressdo de DcR2 mediante
silenciamento da Pgp (HeLa MDR-Off/Pgp°™™ e KB-C1 shABCB1). E importante
ressaltar que as células silenciadas para Pgp apresentam aumento na expressao de

TRAIL. Esses dados sugerem que apesar da diminuicdo de DcR2, a expressdo
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aumentada de DcR1 pode contribuir para resisténcia a apoptose mediada pelo ligante

STRAIL.

Diante de todos os resultados obtidos nessa segunda parte do trabalho, nossa
hipdtese refere-se a TRAIL como uma proteina que pode contribuir para resisténcia a
apoptose mediada pelo ligante STRAIL. Diante disso, o proximo passo foi testar se
células KB-3-1, que ndo expressam Pgp e consequentemente, ndao apresentam o perfil
MDR, silenciadas para TRAIL tornavam-se mais sensiveis ao ligante STRAIL. Os
resultados obtidos mostraram que as células KB-3-1shNS e KB-3-1 shTNFSF10 néo
apresentam diferenca na taxa de apoptose induzida pelo ligante STRAIL (Figura4.19), o
que sugere que TRAIL pode atuar como uma proteina de resisténcia apenas em um

contexto no qual células tumorais apresentam o perfil MDR.
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Figura 4.16. Células com maior expressao de TRAIL apresentam menos susceptibilidade a
apoptose induzida pelo ligante sTRAIL. Analise da apoptose induzida por TRAIL
recombinante (STRAIL) ap6s 24h de incubacéo, através da imunomarcagdo das caspases-3, -8 e
-9 em células HeLa TET-Off e MDR-Off (A); KB-3-1 e KB-C1 (B); e KB-CL1 silenciada para
Pgp (shABCBL1) (C). Sh NS representam células silenciadas para alvo ndo especifico. GAPDH
foi utilizado como controle enddgeno na técnica de Western blot.
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Figura 4.17. Analise do efeito do silenciamento da glicoproteina P na localizacdo de
TRAIL. Células HeLa MDR-Off na presenca ou auséncia de doxiciclina e células KB-C1 shNS
e shABCBL1 foram submetidas a microscopia confocal (A) e a analise quantitativa de TRAIL
sollvel através do ensaio de ELISA. Células HeLa Tet-Off foram utilizadas como controle (B).
Na microscopia confocal, marcacdo nuclear com DAPI (azul) e com anticorpo policlonal anti-
TRAIL (verde). As imagens foram obtidas com aumento de 100X.
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Figura 4.18. Analise do efeito do silenciamento da glicoproteina P na expressdo dos
receptores de morte. Células HeLa MDR-Off na presenca ou auséncia de doxiciclina (Dox) e
células KB-C1 shNS e KB-C1 shABCB1 foram avaliadas quanto a expressdo dos receptores de
TRAIL, DR4 (A e B painel da esquerda), DR5 (A e B painel da direita) por citometria de fluxo.
A expressao dos receptores DcR1 e DcR2 foi avaliada por Western blot (C). Controle isotipico
(IgG) foi utilizado como controle negativo na analise de DR4 e DR5. GAPDH foi utilizado
como controle enddgeno na técnica de Western blot.
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Figura 4.19: Silenciamento de TRAIL nao altera a sensibilidade das células KB-3-1 ao
ligante STRAIL. As células KB-3-1 foram silenciadas com shRNA pLKO.1 com trés
sequéncias diferentes, todas alvo para TRAIL #25, #26 e #27 (A). As celulas KB-3-1
ShNS e KB-3-1 shTNFSF10 #25 foram incubadas com o ligante STRAIL por 24h e
avaliadas quando a expresséo de caspase-8 por Western blot (B).
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5. DISCUSSAO

51 Parte 1: Estudo da aquisicdo do fendtipo multifatorial mediado por

microparticulas de membranas em células tumorais

Nessa primeira parte do estudo foi mostrado que MPs derivadas de células CML
resistentes de sdo capazes de transferir Pgp e moléculas apoptéticas para células de
cancer de pulmédo e mama. Ademais, foi demonstrado que tais MPs causam alteragoes

no perfil oncogénico das células receptoras sensiveis.

A seletividade de ligacdo das MPs Pgp-positivas foi recentemente discutida por
Jaiswal e cols. (2013), que revelaram que MPs liberadas a partir de células resistentes de
cancer de mama apenas transferiam Pgp para células malignas do mesmo tipo tumoral.
Além disso, os autores mostraram que as MPs derivadas de células de leucemia
linfoblastica sdo capazes de transferir Pgp para células nao leucémicas. No entanto,
Pasquier e cols. mostraram que MPs derivadas de células neoplasicas de origem

epitelial e mesenquimal interagem com células endoteliais (PASQUIER et al., 2014).

No presente estudo, os resultados obtidos revelaram que MPs derivadas de
células LMC resistentes foram capazes de transferir Pgp/ABCB1 a células sensiveis de
cancer de pulméo e mama, ndo mostrando seletividade pelo tipo celular. Além disso, 0s
niveis de expressdo aumentados da survivina, clAP-1 e XIAP em células A549 sugerem
que as MPs derivadas das células LMC resistentes foram capazes de transferir 1APs
para células de cancer de pulméo, porém ndo transferiram tais proteinas a células de
cancer mama (Figura 4.4). A survivina foi previamente identificada em exossomos
(pequenas vesiculas menores que MPs e derivadas de organelas intracelulares)
secretados a partir de células de cancer cervical e de pacientes com céncer de prostata
(KHAN et al., 2011; KHAN et al., 2012). Além disso, outro estudo também utilizando
células de cancer cervical mostrou clAP1 e XIAP em uma fracdo enriquecida de MPs,
contendo exossomos, apds longa exposicdo do pool proteico por Western blot
(HONEGGER et al., 2013). No entanto, no presente estudo descrevemos pela primeira
vez a presenca de RNAm das IAPs em MPs derivadas de células LMC resistentes
(Figura 4.2).

A transferéncia intercelular de Pgp mediada por MPs derivadas de células
neoplésicas com perfil MDR foi previamente descrita como um potente mediador de

resisténcia devido a atividade funcional da glicoproteina como uma transportadora de
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farmacos (PASQUIER et al., 2012). Da mesma maneira, os resultados obtidos no
presente estudo mostraram que as células A549 adquiriram resisténcia a cisplatina
mediante co-cultivo com células Pgp-positivas. No entanto, a cisplatina ndo € substrato
da Pgp, ndo sendo, assim, transportada por esta glicoproteina (GIBALOVA et al.,
2009); embora, as células A549 tenham mostrado um perfil de evasdo a apoptose
induzida por cisplatina. Esse dado claramente demonstra que as células A549
adquiriram resisténcia por outro mecanismo além da transferéncia da Pgp. Em trabalho
conduzido por Gong e cols. (GONG et al., 2013) foi verificado que antracilcinas podem
ser sequestrados por MPs e isso contribuiria para a aquisicdo da resisténcia. No entanto,
considerando o conteldo observado das MPs e sua capacidade em transferi-los,
sugerimos que a expressao concomitante das IAPs e da Pgp induziram um fenétipo de
resisténcia multifatorial nas células A549. Esses dados estdo de acordo com nosso
estudo anterior, o qual mostrou que XIAP contribui para resisténcia a cisplatina e
vincristina em células de LMC mediante bloqueio da atividade da Pgp (SOUZA et al.,
2012). Ademais, as células MCF7 mostraram um perfil de evasdo a apoptose induzida
por paclitaxel apds co-cultivo com células Pgp-positivas. No entanto, uma vez que nao
foram observadas alteracdes no nivel de expressdo proteica das IAPs, exceto pelo
discreto aumento da XIAP (Figura 4.4), assumimos que as células MCF7 apresentaram
resisténcia ao paclitaxel devido a expressao e atividade da Pgp.

Posteriormente, foi mostrado que MPs Pgp-positivas induziram alteracdes no
perfil de expressdo de NF«xB/p65, em ambas as células receptoras. NFkB é um fator
transcricional oncogénico que se liga na forma de homo ou heterodimeros, e sob
estimulo sua localizacdo nuclear pode controlar eventos relacionados a diferenciacao,
proliferacdo e sobrevivéncia celular. Na via canénica, a translocacdo nuclear de NFkB
ocorre mediante fosforilagdo e degradacdo de IkBa, seu regulador endogeno
(OECKINGHAUS et al., 2011). Os dados obtidos no presente trabalho demonstraram
que a degradacdo de IkBa ¢ a localizagdo nuclear de NFxB ocorreram nas células A549
e MCF7 apo0s co-cultivo com MPs derivadas de células resistentes (Figura 4.7). Assim,
sugerimos que o miR-21 poderia regular a ativacdo da via de NFkB nas células
receptoras. lliopoulos e cols. demonstraram que miR-21 induz transformacao celular e
inibicdo do gene supressor tumoral PTEN, com consequente ativacdo de Akt e NFkB
(ILIOPOULOS et al., 2010). Ademais, Pasquier e cols. (2014) mostraram que MPs
derivadas de células neoplésicas foram capazes de induzir a fosforilacdo de Akt em
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celulas receptoras de origem endotelial. Dessa maneira, sugerimos que a via de NFxB
foi ativada nas células MCF7 via transferéncia do miR-21 por MPs Pgp-positivas.
Entretanto, ndo foram observadas alteracfes no nivel de expressdo do miR-21 em
células A549 apds o co-cultivo (Figura 4.8), o que indica outra via de ativacdo
relacionada a NFxB. No entanto, uma variedade de miRs que tem sido relacionados
com a ativacdo da via de NFkB podem ser carreados e transferidos por MPs (JAISWAL
et al., 2012; MA et al.,, 2011). De qualquer maneira, sugerimos que a localizagédo
nuclear de NFkB esta associada a possivel expressao enddgena dos genes ABCB1 e dos
genes que transcrevem as IAPs, principalmente BIRC4, cujo RNAm n&o foi identificado
nas MPs, porém foi observado em maior quantidade nas células receptoras apds co-

cultivo com MPs (Figura 4.4).

No presente estudo foram observadas alteracdes no perfil de localizacdo de Yb-1
em ambas as células receptoras mediante co-cultivo com MPs Pgp-positivas. A
superexpressdo do fator transcricional Yb-1 tem sido descrita em neoplasias sélidas e
hematoldgicas, e a localizacdo nuclear dessa proteina tem sido associada a um
prognostico ruim no cancer (ELISEEVA et al., 2011). Como resultados, ndo foram
observadas alteracBes nos niveis de expressao de Yb-1; entretanto, foram identificados
focos nucleares de Yb-1 nas células MCF7 o que indicam sua ativacdo transcricional
apos co-cultivo com MPs Pgp-positivas (Figura 4.7). Em trabalho conduzido por
Chatterjee e cols. (2008) também foi observado Yb-1 em focos nucleares em células de
melanoma multiplo. Os autores associaram esse tipo de marcacdo com a resisténcia a
quimioterapico e ao fendtipo altamente proliferativo apresentado por essas células. Por
outro lado, Yb-1 mostrou-se distribuido nos compartimentos citoplasmatico e nuclear
nas células A549, e mediante co-cultivo com MPs foi possivel observar uma localizagdo
perinuclear de Ybl. Esses dados podem sugerir que Yb-1 estd associado a RNAS no
reticulo endoplasmatico. Nossa hipotese é baseada nos dados de Hayakawa e cols.
(2002) que mostraram que Yb-1 é capaz de se ligar a RNA em estado oxidado,

possivelmente para protegé-lo da degradacéo.

Tem sido descrito que Pgp/ABCB1 pode ser regulado por miRs; entretanto, ha
dados controversos na literatura no que se refere a regulacdo de Pgp/ABCBL e
consequentemente o fen6tipo MDR pelo miR-27a (LI et al., 2013). Em um estudo
recente foi observado que células leucémicas que expressam Pgp apresentam baixos

niveis do miR-27a, e que quando aa expressdo desse MIRNA era induzida via
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transfeccdo, os niveis de expressdo de Pgp eram reduzidos (FENG et al., 2011). Os
dados obtidos no presente estudo mostraram que as MPs derivadas de células Pgp-
positivas de LMC apresentam baixos niveis do miR-27a, poréem foi possivel observar
um aumento nos niveis de expressdo desse miRNA nas células receptoras apos o co-
cultivo com MPs o que sugere que a aquisicao do fenotipo MDR esta também associado
com o miR-27a (Figura 4.8). Essa hipétese é corroborada pelos dados obtidos por Zhu e
cols. que demonstraram que 0 miR-27a e também o miR-451, regulam positivamente
regulam a expressao de Pgp/ABCBL. Os autores verificaram que a inibicdo dos miR-
27a e -451 levou a diminuicdo dos niveis de expressdo de Pgp/ABCB1 (ZHU et al.,
2008). Da mesma maneira que os dados da literatura, n6s também observamos aumento
do miR-451 nas células receptoras ap6s co-cultivo com, MPs sugerindo a contribuicao

deste miRNA na aquisi¢do do fenétipo MDR.

A primeira parte do estudo nos permite concluir que MPs derivadas de células
resistentes carreiam e transferem moléculas envolvidas com a MDR e moléculas
antiapoptdticas que sdo capazes de estabelecer a resisténcia a agentes quimioterapicos
em células neoplasicas sensiveis. Ademais, tais MPs puderam induzir ativacao de vias
oncogéncias e a transferéncia de miRs, o que contribui para a malignidade e para o

fendtipo de resisténcia multifatorial nessas células.

5.2 Parte 2: Estudo da relacdo da expressdo da Pgp com genes e proteinas que

participam das vias que regulam a apoptose

Na segunda parte do estudo foi mostrado que a expressdo de TRAIL esta
inversamente correlacionada a expressdo de Pgp, ou seja, em células cuja expressdo de
Pgp foi silenciada ou sua atividade de efluxo inibida observou-se aumento da expressao
de TRAIL. Ademais, o acumulo de TRAIL no compartimento citoplasmatico das
células Pgp-negativas foi associado aos baixos indices de apoptose induzida pelo ligante
STRAIL.

Como abordado ao longo do presente estudo, embora a Pgp tenha sido descrita
como a principal proteina relacionada a MDR, sabe-se que diferentes fatores também
contribuem para o fenoétipo de resisténcia a quimioterapicos. A evasdo a apoptose
induzida por farmacos tem sido observada em diversas neoplasias, 0 que ressalta a

importancia do desenvolvimento de estudos que envolvem a analise de proteinas
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associadas a via de morte celular (GOTTESMAN et al., 2006). Nosso grupo e outros
autores vém discutindo ao longo dos anos uma possivel correlagdo entre a expressdo de
Pgp e a expressdo de proteinas envolvidas na via de apoptose, 0 que sugere uma
contribuicdo multifatorial para fenotipo de resisténcia (NAKAGAWA et al., 2006;
SHMAN et al., 2008; SOUZA et al., 2011; SILVA et al., 2013). No presente estudo,
através da técnica de PCR array foi possivel analisar 96 genes relacionados a via de
apoptose, e dentre esses genes identificou-se TRAIL como inversamente correlacionado
a expressao de Pgp, ou seja células Pgp-positivas expressam baixos niveis de expressdo
de TRAIL.

Até o presente momento, 0 nosso estudo é o primeiro a claramente demonstrar
que a expressdo de TRAIL em células MDR correlaciona-se com a expressdo e funcéo
de Pgp. Os resultados obtidos demonstraram que concomitantemente ao silenciamento
de Pgp, ou ao bloqueio de sua funcdo, ocorre um aumento nos niveis de expressdo de
TRAIL. Além disso, demonstramos que células MDR apresentam redu¢do nos niveis de
expressao de Pgp quando séo induzidas a superexpressdo de TRAIL (Figura 4.13). Os
niveis aumentados da expressdo de TRAIL/TNFSF10 em células neoplasicas foram
relatados por Tanaka e cols. (2007). Os autores verificaram que os niveis de RNAmM de
TNFSF10 estavam aumentados em neutrofilos de pacientes com LMC apdés tratamento
in vitro e in vivo com interferon o (IFN a), em comparacdo a neutrdfilos desses
pacientes ao diagndstico. Ademais, no mesmo estudo os autores ainda observaram que
os niveis de RNAm de TNFSF10 em células CD34" desses pacientes eram
relativamente baixos. Embora os autores ndo tenham mencionado sobre a expressdo de
Pgp, ja foi mostrado que neutr6filos expressam baixos niveis dessa proteina e que
células CD34" apresentam expressdo de Pgp (BEM-CHETRIT & LEVY, 1998;
HIWASE et al., 2013), o que poderia também contribuir para os niveis elevados de
TRAIL nessas celulas. Ressalta-se que no estudo atual, os niveis aumentados de TRAIL

foram independentes de estimulo de citocinas.

TRAIL é uma molécula capaz de induzir apoptose através de sua ligacdo aos
receptores proapoptdticos de membranas, DR4 e DR5, 0s quais propagam sinais
intracelulares de morte promovendo assim a ativacdo da via extrinseca da apoptose
(SHEIKH & HUANG, 2003). Atualmente, sTRAIL recombinante e anticorpos
agonistas monoclonais anti-DR5 tem sido avaliados em ensaios clinicos para terapia de

varios tipos de tumores sélidos e neoplasias hematoldgicas, como monoterapia ou em
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combinacdo com quimioterapia convencional (YOUNES et al., 2010; HERBST et al.,
2010; MICHAEAU et al., 2013). No entanto, tumores de alta malignidade como
melanoma e neuroblastoma, por exemplo, apresentam resisténcia a apoptose induzida
por sSTRAIL. Tem sido discutido que a resisténcia a STRAIL pode ocorrer devido a
alteracdes moleculares em sua via de ativacdo (ZHANG et al., 2005). No presente
estudo foi possivel observar que as celulas Pgp-positivas apresentaram maior
susceptibilidade ao tratamento com sTRAIL que as células MDR com a Pgp silenciada
(Figura 4.16). Esses dados estdo de acordo com relatos da literatura, nos quais foram
verificados que células Pgp-positivas sdao mais sensiveis ao tratamento com sTRAIL
quando comparadas as células parentais Pgp-negativas (PARK et al., 2006; SEO et al.,
2010). Em contraste, Galski e cols (2013) utilizaram as células HeLa MDR-Off
(Aleman et al 2003) e verificaram que Pgp contribui para resisténcia ao ligante TRAIL;
no entanto, tais células foram tratadas com o ligante TRAIL em associacdo com
ciclohexamida. Além disso, para silenciar a expressao de Pgp, as células HeLa MDR-
Off precisam ser cultivadas com tetraciclina ou doxiciclina. Dessa forma, a
sensibilidade observada nas células Pgp-negativas possivelmente esta relacionada a
interacdo com diferentes drogas, o que provavelmente contribuiu para o alto indice de

apoptose observado nessas células.

Diferentes hipo6teses tém sido discutidas a fim de justificar a apoptose mediada
pelo ligante sTRAIL em células Pgp-positivas. Seo e cols. (2010) verificaram que
células de leucemia Pgp-positivas foram mais susceptivel a apoptose induzida por
STRAIL devido a diminuicdo da expressdo da proteina antiapoptética cFLIP e ao
aumento da expressao de DR4 e DR5. Tal evento ndo ocorreu nas células parentais Pgp-
negativas. Park e cols. (2010) também associaram a expressdo dos receptores DR4 e
DR5 apoptose induzida por STRAIL em células Pgp-positivas. Neste trabalho os autores
verificaram que esses receptores sd0 mais expressos em células que expressam Pgp
quando compradas as celulas parentais que ndo expressam Pgp, € que quando a
expressao de DR5 foi inibida, TRAIL induziu baixos indices de apoptose. Em outro
estudo do mesmo grupo, 0s autores verificaram através de ensaio de co-
imunoprecipitacdo que Pgp pode interagir com DR4 e DRS5, e que esta interacdo
aumenta mediante o tratamento com sTRAIL. Os autores sugerem que a aproximacéo
molecular entre Pgp e, principalmente, DR5 poderia favorecer STRAIL ligar-se a DR5

e, consequentemente induzir apoptose (PARK et al., 2006). Entretanto, no presente
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estudo os niveis de expressao de DR4 e DR5 nédo foram alterados mediante a expressdo
ou silenciamento da Pgp (Figura 4.18A e B). Por outro lado, foi possivel observar um
pequeno aumento na expressdo do receptore DcR1 mediante silenciamento da Pgp
(Figura 4.18C), o que poderia contribuir para resisténcia a STRAIL. Embora ndo tenha
sido comprovada correlacdo entre a expressdo dos receptores do tipo decoy (DcR1 e
DcR2) e a resisténcia ao ligante STRAIL, estudos que utilizaram a expressao ectopica de
DcR1 e DcR2 em linhagens tumorais observaram reducdo da sensibilidade a STRAIL,
sugerindo que tais receptores poderiam proteger as células da apoptose induzida por
STRAIL. Além disso, estudos in vitro demonstraram que a superexpressdo de DcR2
pode levar a ativacdo de NFxB e consequentemente a transcricdo de proteinas
antiapoptéticas (DEGLI-ESPOSTI 1999; ZHANG & FANG, 2005).

Como abordado anteriormente, alguns estudos demonstraram que a expressao de
TRAIL enddgeno pode ser estimulada por interleucinas e IFNs, na superficie de células
do sistema imunoldgico (KAYAGAKI et al., 1999; JOHNSEN et al., 1999; TANAKA
et al., 2007). Além disso, a expressdo de TRAIL em neutrofilos e mondcitos tem sido
associada a atividade citotoxica dessas celulas contra células tumorais que apresentam
sensibilidade a TRAIL (TECCHIO et al., 2004; Koga et al., 2004). Qutros estudos,
ainda mostraram que camundongos deficientes para expressio de TRAIL (TRAIL™)
apresentaram maior predisposicdo ao desenvolvimento de tumores e metastases,
sugerindo que TRAIL atua como uma proteina supressora tumoral (CRETNEY et al.,
2002; SEDGER et al., 2002). No entanto, de acordo com os resultados obtidos neste
trabalho estamos sugerindo que TRAIL pode atuar como uma proteina relacionada a
sobrevivéncia de células tumorais. Nossos dados demonstraram que as células tumorais
que apresentam expressao aumentada de TRAIL — mediante silenciamento da expressédo
de Pgp - sdo menos susceptiveis ao tratamento com o ligante STRAIL quando
comparadas a células que expressam menores quantidades de TRAIL (Figura 4.16).
Além disso, ndo foi possivel identificar maiores niveis de STRAIL secretado pelas
células que apresentavam aumento da expressdo de TRAIL,; e tais células apesentaram
TRAIL no compartimento citoplasmatico (Figura 4.17). Esses dados corroboram que

TRAIL pode apresentar um papel diferenciado na resisténcia ao ligante STRAIL.

Alguns estudos tém investigado os eventos relacionados a resisténcia ao
STRAIL. Em um estudo desenvolvido por Ehrhardt e cols. (2003) foi demonstrado que

amostras de pacientes com leucemia aguda apresentaram resisténcia a apoptose induzida
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por STRAIL e ap6s incubacdo com o ligante também foi observada reducao na taxa de
apoptose esponténea. Além disso, os autores observaram que as células leucémicas
primarias sofreram proliferagdo esponténea in vitro. Os autores observaram 0s mesmos
eventos em linhagens celulares resistentes a STRAIL e sugerem que este ligante
contribui para sobrevivéncia e proliferacdao de clones resistentes. Ademais, em modelos
de camundongos com injuria na artéria femoral foi observado que proteina TRAIL esta
envolvida com a proliferacdo e sobrevivéncia de células vasculares via indugdo de
IGF1IR mediada por NFkB (KAVURMA et al., 2008; CHAN et al., 2010). Esses
estudos contribuem para nossa hipotese de que TRAIL atua como uma proteina de

sobrevivéncia em células tumorais silenciadas para Pgp.

Embora o silenciamento de TRAIL ndo tenha alterado os niveis de apoptose
induzida pelo ligante STRAL, vale ressaltar que tal evento foi observado em células que
ndo expressam Pgp, e consequentemente ndo apresentam o perfil MDR (Figura 4.19).
Assim, a segunda parte do estudo nos permite concluir que células Pgp-positivas
apresentam maior susceptibilidade a STRAIL devido aos baixos niveis de expressdo de
TRAIL enddgeno; porém quando essas células Pgp-positivas sdo silenciadas para Pgp e,
consequentemente, passam a apresentar maiores niveis de expressdo de TRAIL
localizado em compartimento citoplasmatico, tornam-se resistentes ao tratamento ao

tratamento com o ligante STRAIL.
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6. CONCLUSOES

6.1 — Parte 1: Estudo da aquisicdo do fenotipo multifatorial mediado por

microparticulas de membranas em células tumorais

. MPs de membrana sdo espontaneamente liberadas in vitro por células de LMC
com perfil MDR;

. MPs de membrana carreiam moléculas (proteinas e RNAS) relacionadas a
resisténcia multifatorial e as transferem para outras células neoplasicas independente
da origem celular;

. Células tumorais sensiveis a farmacos que interagem com MPs derivadas de
células com perfil MDR, adquirem resisténcia a morte celular induzida por
quimioterapicos;

. Proteinas relacionadas a vias de NFxB e Yb-1 sdo ativadas em células tumorais
sensiveis apos transferéncia de moléculas envolvidas com a resisténcia multifatorial

mediada por MPs de membrana.

6.2 — Parte 2: Estudo da relacdo da expressao da Pgp com genes e proteinas que
participam das vias que regulam a apoptose

. O gene TNFSF10/TRAIL foi identificado como inversamente correlacionado a
expressao de Pgp em diferentes modelos celulares;

. Células que superexpressam Pgp apresentam baixa expressdo de TRAIL, assim
como células que superexpressam TRAIL apresentam baixa expressdo de Pgp revelando
que a correlagéo entre a expressdo de Pgp e TRAIL é bidirecional,

. A correlacdo inversa entre Pgp e TRAIL é dependente da funcdo de efluxo da
Pgp
. Células MDR silenciadas para Pgp apresentam TRAIL localizado no citoplasma

0 que possivelmente impede sua clivagem e liberacdo na forma soluvel;

. Células MDR silenciadas para Pgp e que, consequentemente, expressam altos
niveis de TRAIL apresentam maior resisténcia a apoptose induzida pelo ligante
SsTRAIL.
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6.3 — Conclusao final

O presente estudo demonstrou que o fenotipo MDR é transferido entre diferentes
células neoplésicas através de MPs causando alteracbes no fenotipo das células
receptoras, incluindo ativagdo de vias oncogénicas. Alem disso, verificamos que a Pgp
ndo atua sozinha na MDR, mas que outras proteinas relacionadas a via de apoptose
contribuem para um fendtipo de resisténcia multifatorial. Em conjunto, os resultados
obtidos proporcionam novas informacdes sobre o surgimento e manutencdo da MDR

em neoplasias.
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