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RESUMO

Oliveira LMD. Resposta diferencial ao estresse de reticulo
endoplasmatico em modelo de melanoma murino: implicagées para
quimiossensibilizagdao. Sao Paulo; 2010. [Dissertagdo de Mestrado-
Fundacdo Anténio Prudente].

As glicoproteinas de células tumorais apresentam modificagdes estruturais
em seus padrdes de glicosilagdo. Um acumulo de proteinas mal enoveladas
no Reticulo Endoplasmatico gera um estresse que provoca um processo
citoprotetivo denominado resposta a proteinas mal enoveladas (UPR), este
ativado constantemente pode desencadear apoptose. O nosso grupo
trabalha com um modelo de progressao tumoral de melanoma murino,
constituido pela linhagem celular ndo tumoral melan-a e pelas linhagens
tumorigénicas geradas e selecionadas a partir de ciclos de perda de
ancoragem de melan-a (TM1 e TM5). TM1 e TM5 estdao em um estado mais
pré-oxidativo e apresentam o padréo de glicosilagdo aberrante. Quando
tratadas com baixa concentragdo de tunicamicina (inibidor da N-
glicosilagéo), as células melan-a apresentaram maior resisténcia a morte
quando comparada com as linhagens TM1 e TM5; evidenciado pelo numero
de células viaveis e por ensaio de MTT. O tratamento com tunicamicina
aumentou o acumulo de GRP78 e GADD153 e provocou uma parada celular
em GO0/G1. Nas linhagens tumorigénicas, o acumulo de GADD153 e a
parada celular foram mais evidentes. As trés linhagens demonstraram ser
sensiveis ao tratamento com cisplatina. Tratamento com tunicamicina 48
horas, adicionando cisplatina nas 24 horas finais demonstrou um efeito
aditivo das drogas somente para melan-a. Ja tratamento prévio por 24 horas
com tunicamicina isolada e posterior 24 horas s6 com cisplatina, demonstrou
um efeito aditivo discreto das duas drogas, sendo que para as linhagens
tumorigénicas o efeito ja pode ser observado em baixas concentragdes de
tunicamicina. Melan-a, TM1 e TM5 submetidos a tratamento com N-
acetilcisteina, um antioxidante, demonstraram ter uma parada na
proliferagcdo celular. A sensibilidade diferencial das linhagens tumorigénicas
a tunicamicina sugere que estas linhagens sdo dependentes de glicanos N-
ligados, estando este fato correlacionado com UPR.



SUMMARY

Oliveira LMD. [Differential response to endoplasmic reticulum stress in
melanoma murine model: implications in chemosensitization]. Séao

Paulo; 2010. [Dissertacdo de Mestrado-Fundacao Anténio Prudente].

Tumor cells present certain structural modifications in their glycans.
Accumulation of misfolded proteins in endoplasmic reticulum activates a
cytoprotective process designated Unfolded protein response (UPR), that
when activated continuously can activate apoptosis. Our group has worked
with a syngeneic model of melanomagenesis comprised of a “normal’
melanocyte cell line (melan-a) and two melanoma cell lines (TM1 and TMS)
derived from sustained impediment of melan-a anchorage. TM1 e TM5 were
characterized to have/present a more oxidant state and present an increase
on aberrant glycans when compared to melan-a. In low doses, melan-a cells
were more resistant to the treatment with tunicamycin (a N-glycosylation
inhibitor), than tumorigenic cell lines; as showed by MTT and viable cells
counted up. Tunicamycin treatment increased GRP78 and GADD153 protein
content and induced GO/G1 arrest. In tumorigenic cell lines, tunicamycin
effects were stronger than in melan-a. The three cell lines are sensible to
cisplatin. An essay, cell lines were treated with just tunicamycin for 24 hours,
and after cisplatin were added to treatment for 24 hours more. This
experiment showed drugs additive effect only to melan-a. Another essay,
cells were treated first with only tunicamycin, followed to just cisplatin for
more 24 hours. This conduct experiment demonstrated discrete additive
effect, and in tumorigenic cells lines this effect was already observed in
tunicamycin low doses. When submitted to N-acetilcysteine treatment,
melan-a, TM1 and TM5 showed discontinue in cell proliferation. This
exquisite sensitivity of the tumorigenic cell lines to tunicamycin suggests that
tumor cells are addicted to N-linked glycosylation, being this fact related with
UPR.
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INTRODUCAO 1

1 INTRODUGAO

1.1 CELULA TUMORAL E MELANOMA

Diversas evidéncias demonstram que a progressdo tumoral € um
processo com multiplas etapas, sendo estas fases marcadas por um
acumulo de alteragbes genéticas e epigenéticas que levam a transformagéao
de célula normal a uma célula maligna. HANAHAN e WEINBERG (2000)
propuseram seis caracteristicas presentes em todas as células tumorais:
auto-suficiéncia em sinais de proliferagdo, insensibilidade a sinais anti-
proliferativos, evasdo a morte celular programada, potencial de replicagéo
ilimitado, angiogénese sustentada, invaséo tecidual. Estas caracteristicas
permitem a formagdo de uma massa tumoral com capacidade metastatica
dificil de ser tratada clinicamente.

A resisténcia de células tumorais aos quimioterapicos antineoplasicos
conhecidos destaca-se como um grande problema no tratamento do céncer.
Esses além de eliminarem células tumorais, podem também selecionar
algumas células cancerosas progressivamente mais agressivas (CAMARGO
e COSTA 2003). Essas, nado respondendo ao tratamento, proliferardo
formando um tumor mais agressivo e tornando a cura da doenga complexa.
Esse cenario demonstra a necessidade de desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas. Entre os tumores mais refratarios ao tratamento

quimioterapico estdo os melanomas.
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O melanoma cutaneo é derivado das células pigmentares da pele, os
melandcitos. Apesar da sua baixa incidéncia, a letalidade é elevada e sua
incidéncia vem aumentando continuamente. A Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) estimou aproximadamente 132 mil casos novos no mundo,
com uma sobrevida de 69% em cinco anos (Ministério da Saude 2007). O
Instituto Nacional de Cancer no Brasil (INCA) estimou para a populagao
brasileira um total de 2960 casos novos entre homens e 2970 casos novos
entre mulheres no ano de 2010. Esses valores correspondem a 3,04 casos
em 100 mil homens e 2,92 casos em 100 mil mulheres (INCA 2009). As
razdes para o rapido crescimento da incidéncia da doenca nao sao todas
entendidas, mas especula-se que ocorram pela alta exposicdo aos raios
ultravioletas (UV) e pela destruigdo da camada de ozbénio (TUCKER e
GOLDSTEIN 2003; MORTON et al. 2003).

Os tratamentos contra o melanoma sdo variados podendo
compreender cirurgia, imunoterapia intralesional, quimioterapia regional ou
sistémica, bioterapia, radioterapia ou imunoterapia (THOMPSON et al.
2005). A escolha do tratamento depende do estagio em que o melanoma se
encontra e da caracterizacado do mesmo. A descoberta da doencga no inicio
do seu processo, sem a ocorréncia de metastase, pode ser totalmente
resolvida cirurgicamente (MORTON et al. 2003).

A cisplatina esta entre os quimioterapicos antineoplasicos mais
utilizados; frequentemente, a sua utilizagdo no tratamento ocorre em
associagao com outras drogas (ROSENBERG 1999). Entretanto, a eficiéncia

da droga tem-se demonstrado ser reduzida. Neste contexto, estratégias que
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sensibilizem células tumorais a morte induzida por cisplatina teriam um
grande impacto farmaco-econdémico.

A atuacgao da cisplatina esta relacionada com a alta concentragao de
cloreto no plasma (~100mM); e baixa, no meio intracelular (~4mM). Sendo
aplicada por via intravenosa; na corrente sanguinea, suas moléculas ligam-
se as de cloreto; entretanto, esta ligagdo € substituida por moléculas de
agua no meio intracelular, originando moléculas carregadas positivamente e,
portanto reativas. Esta carga positiva permite a ligagdo da cisplatina a sitios
nucleofilicos intracelulares, formando adutos de RNA, de proteinas e
principalmente de DNA (KARTALOU e ESSIGMANN 2001). A formacéao
destes adutos pode desencadear na ativacdo de moléculas relacionadas ao

processo apoptotico.

1.2 PROGRESSAO TUMORAL DO MELANOMA

A progresséao do melanoma metastatico pode ser classificada em
quatro fases: nevos comuns, nevos atipicos displasicos, melanoma de
crescimento radial e melanoma de crescimento vertical (Quadro 1) (CLARK
et al 1984; MELNIKOVA e BAR-ELI 2008). No entanto, estima-se que
somente alguns dos casos de melanoma metastatico apresentam todas as

etapas na sua progressao.
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Quadro 1 - Classificagdo da progressao tumoral do melanoma

Origem Caracteristicas especificas
Nevos Comuns A partir de melandécitos em Tempo de vida finito
proliferagédo
Nevos atipicos ou | A partir de nevos comuns Formacao de lesdes assimétricas
displasicos Oou como uma nova leséo com bordas irregulares, com aumento

progressivo de tamanho e cor.

Melanoma Pode originar-se como uma | Tendéncia do tumor em crescer

de crescimento lesdo nova ou a partir de horizontalmente na epiderme e

radial uma pré-existente superficialmente na camada da derme
Melanoma de A massa tumoral tem uma alta
crescimento capacidade infiltrativa, constituindo
vertical uma massa tumoral expansiva. O

tumor pode alcangar a camada da
derme e atingir vasos linfaticos e
sanguineos; tendo assim a
capacidade de estabelecer focos
metastaticos. As células apresentam
uma auséncia de maturagao.

Nosso grupo de pesquisa trabalha com um modelo de progressao
tumoral constituido pela linhagem melanocitica murina melan-a e pelas
linhagens tumorais TM1 e TM5. As linhagens tumorigénicas foram
estabelecidas a partir de ciclos sequenciais de bloqueio de ancoragem da
linhagem celular ndo tumoral melan-a (OBA-SHINJO et al. 2006). Esse
modelo permite a realizagdo de estudos comparativos visando a
determinacao de caracteristicas importantes que diferenciem as linhagens
tumorigénicas da linhagem melanocitica.

Analise protedmica e transcricional do modelo de progressao tumoral,

representados por melan-a e pelas linhagens tumorais TM1 e TMS5,
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demonstraram que as linhagens tumorigénicas apresentavam redugdo nas
enzimas relacionadas a degradacao de espécies reativas de oxigénio (ROS).
Adicionalmente, TM1 e TM5 tinham menor capacidade de degradar H,O,
adicionado exogenamente, quando comparados com melan-a; € menor
glutationilagdo de suas proteinas (DE SOUZA et al. 2006). Todos esses
dados corroboram com a idéia de que as linhagens tumorigénicas estdo em

um estado mais pré-oxidativo do que a linhagem melanocitica melan-a.

1.3 ESTRESSE OXIDATIVO E N-ACETILCISTEINA

O estresse oxidativo pode ser definido como uma situagao dinadmica
em que o fendtipo da célula pode ser influenciado pelo balangco entre
componentes oxidantes e antioxidantes. Esse fenétipo pode ser alterado
através do efeito em componentes celulares sensiveis ao estado oxidativo,
especialmente grupos de proteinas funcionais sensiveis ao efeito redox.
Entre as modificagcbes pos traducionais que podem ocorrer, tém-se
interagbes reversiveis de glutationa com cisteinas de proteinas celulares
criticas (COTGREAVE e GERDES 1998). O ciclo redox da glutationa é
importante também para a eliminagao de H,O, na célula. Glutationa reduzida
(GSH) é oxidada para GSSG, eliminando H;0,. Glutationa redutase
regenera GSH a partir de GSSG, com NADPH" sendo o redutor (GILLISSEN
e NOWAK 1998).

Diversos estudos vém demonstrando a importadncia do estresse

oxidativo na carcinogénese (KLAUNIG e KAMENDULIS 2004; VALKO et al.
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2006). Espécies reativas de oxigénio podem produzir diretamente diversos
danos ao DNA, como, por exemplo, quebras simples ou duplas de fitas de
DNA; esses danos, se persistentes, podem resultar em parada ou indugao
de transcricdo, inducao de vias de transducéo de sinal, erros de replicagao.
Esses eventos podem desencadear na carcinogénese (DE FLORA et al.
2001).

CAMPOS et al. (2007) demonstraram que o bloqueio de ancoragem
de melan-a induz estresse oxidativo e nitrosativo nas células ndo aderidas;
demonstrados pelo aumento do anion superdxido e do 6xido nitrico nas
células em suspensdo. Os autores também observaram que, apds 24 horas,
ha um aumento significativo de GSH, uma diminuicdo do precursor de
glutationa homocisteina e um aumento de malondialdeido (um dos principais
produtos da peroxidacéo lipidica) demonstrando uma resposta antioxidante.
Estes dados sustentam a hipétese de que o estresse oxidativo é
fundamental para a transformagéao maligna de melan-a submetida a bloqueio
de ancoragem. Nesta dissertacdo, pretende-se avaliar a importancia do
estresse oxidativo para as células ja pré-estabelecidas.

A molécula N-acetilcisteina (NAC) deriva-se da N-acetilagdo do
aminoacido L-cisteina. O efeito antioxidante de NAC ocorre através da
interacdo do seu grupo SH com grupos oxidantes, como H,O, (Figura 1).
Nessa reacdo, duas moléculas de NAC sao oxidadas e forma-se ponte
dissulfeto entre elas. Além disso, alguns dados evidenciam que, além de
eliminar oxidantes, NAC promove a produgao intracelular de glutationa

(GILLISSEN e NOWAK 1998).
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CAMPOS et al. (2007) demonstraram que, ao submeter a linhagem
melanocitica melan-a a bloqueio de ancoragem em diferentes horas até 24
horas na presenca de NAC, ha inibicdo na produgao do anion superdxido
nas células ndo aderidas.

NAC, com sua capacidade de sequestrar espécies reativas de
oxigénio, tem mostrado importancia na prevencao do céancer, atuando, por
exemplo, na corregao da hipometilagdo do DNA, inibicdo de carcinogénese
quimica, na protecdo contra efeitos citotoxicos, restabelecimento dos
estoques de GSH da célula (DE FLORA et al. 2001). Legitimando o efeito da
carcinogénese por NAC, RELIENE e SCHIESTL demonstraram que o
tratamento com NAC suprime o aparecimento de linfoma e aumenta a
longevidade em camundongos deficientes no gene Atm (esses altamente
sucessiveis a linfomas).

Neste contexto, faz-se necessario a avaliacdo da importancia do
ambiente pro-oxidativo para as linhagens tumorigénicas TM1 e TMS quando

comparadas com melan-a.

SH — CH,— CH — COOH ]

NH~ C -~ CH,4
0

2 (R—SH) « H,0, » R—S—S—R s+ 2H,0

Fonte: Adaptado de GILLISSEN e NOWAK (1998)
Figura 1 - A molécula N-acetil cisteina e seu processo oxidativo. A molécula N-

acetilcisteina possui o grupo SH. Duas moléculas de NAC podem ser oxidadas por

oxidantes levando a formacdo da ponte dissulfeto entre elas.
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1.4 GLICOSILAGAO E CONTROLE DE QUALIDADE DO

ENOVELAMENTO PROTEICO NO RETICULO

A membrana plasmatica, com a sua bicamada lipidica e proteinas
integrais ou periféricas, expde diversas moléculas com fungdes variadas: os
glicoconjugados. Elas sdo formadas por carboidratos ligados a proteinas ou
a lipidios, formando as glicoproteinas ou glicolipidios. Os carboidratos
possuem uma maior variagado em suas ligagdes quando comparados com
aminoacidos e nucleotideos, com isto ha uma maior diversidade estrutural
dos glicoconjugados (VARKI e SHARON 2009).

Diferentemente das proteinas, a diversidade estrutural dos
oligossacarideos nao €& codificada diretamente do genoma. Ela ¢é
determinada por um numero variavel de glucosiltransferase e glucosidases,
pela disponibilidade de  monossacarideos doadores; e pela
subcompartimentalizagdo de cada um destes componentes.

As enzimas que atuam na sintese e processamento dos
oligossacarideos determinam estruturalmente o padrdao de glicosilagao;
fazendo com que ocorram classes comuns de oligossacarideos entre os
seres vivos. Em células eucaridticas, estas classes séo definidas de acordo
com a natureza da ligacdo ao aglicano, podendo ser N-glicanos e O-
glicanos. A N-glicosilacdo envolve a ligagcdo covalente de um
oligossacarideo a asparagina da sequéncia Asn-X-Thr/Ser, sendo X

qualquer aminoacido exceto prolina e asparagina. J4 na O-glicosilacéo, a




INTRODUCAO 9

ligacdo ocorre entre 0 monossacarideo N-acetilgalactosamina e o grupo
hidroxila secundario da serina ou treonina (STANLEY et al. 2009).

Em o-glicanos, apds a ligagdo da N-acetilgalactosamina em treonina
ou serina, a formacao posterior dos oligossacarideos envolve diversas
enzimas presentes no complexo de Golgi. Essas enzimas se distribuem em
grupos nos diferentes compartimentos: as que atuam no inicio da formagao
do oligossacarideo estdo no cis-golgi; as que atuam em fase intermediaria,
no golgi medial; e as que finalizam o processo de formagao dos O-glicanos,
no trans golgi.

A N-glicosilagado protéica inicia-se no reticulo endoplasmatico (ER)
com a sintese do oligossacarideo precursor, composto por 14 carboidratos,
ligado ao dolicol. A formagédo deste complexo ocorre em multiplas etapas.
Primeiramente, no lado citosélico do ER, ligam-se ao dolicol duas N-
acetilglucosaminas seguidas por cinco moléculas de manose. Segue-se um
processo de flip do precursor, que muda sua orientagdo para o lumen.
Sequencialmente, quatro moléculas de manose sao adicionadas e mais trés
moléculas de glicose. A oligossacaril transferase transfere o oligossacarideo
sintetizado ligado ao dolicol para uma proteina recém sintetizada no receptor

Asn-X-Thr/Ser (JONES et al. 2005) (Figura 2).
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Fonte: Adaptado de PARODI 2002
Figura 2 - Formacgao do N-oligossacarideo precursor. Inicialmente, voltado para o

lado citosdlico, ligam-se duas N-acetilglucosaminas ao monofosfato dolicol, seguido por
cinco moléculas de manose. Em seguida, ha um processo de flip para o lumen do reticulo, e
em sequéncia, adiciona-se ao oligossacarideo quatro moléculas de manose e trés
moléculas de glicose. Finalmente, este oligossacarideo € transferido para proteinas que

estao sendo cotraduzidas.

Ja associados a proteina, os N-glicanos sofrem a acédo das
glucosidases | e Il que atuam no oligossacarideo retirando as trés moléculas
de glicose, sendo que a glucosidase | quebra somente a ligagdo simples a1-
2 da glicose terminal. A perda das duas primeiras moléculas de glucose
ocorre rapidamente, enquanto a terceira molécula, antes de ser retirada,
entra no controle de qualidade do enovelamento protéico no ER

(GROENENDYK e MICHALAK 2005; OTSU e SITIA 2007).
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O controle de qualidade ¢é formado principalmente por duas
chaperonas (calnexina e calreticulina) e a enzima UDP-glucose:
glucosiltransferase (Glc-T). O ciclo inicia-se com o0 reconhecimento por
calnexina ou calreticulina da ligagcao de glicose a1-3 do Glci-MangGIlcNac,-
Asn em equilibrio dinamico. Se a proteina sofre a agado da glucosidade Il
prematuramente, ou seja, antes de completar seu enovelamento, entra em
acao a Glc-T que fornece uma molécula de glucose permitindo novo
reconhecimento por calnexina e calreticulina (MA e HENDERSHORT 2004a)
(Figura 3). Apos a passagem pelo controle de qualidade, o oligossacarideo
N-ligado continua a ser processado por diversas enzimas presentes no ER
e, posteriormente, no Golgi. O processamento pode ser influenciado pela
conformacgao protéica, que pode alterar a disponibilidade do substrato as
enzimas (VARKI e SHARON 2009).

A fungéo dos oligossacarideos é geralmente variada, podendo estar
relacionada com o auxilio na conformacao e estabilizagdo protéica; com o
fornecimento de alvos para microorganismos, toxinas e anticorpos; em
“‘mascarar’ determinados compostos; no controle da meia vida das células e
das proteinas; na modulagcédo da fungao das proteinas; no fornecimento de
ligantes para eventos de ligacbes especificas envolvendo alvos protéicos,
interagbes matriz-célula ou célula-célula (VARKI 1993). Estes fatores podem
estar envolvidos em processos como a fertilizagcdo, imunidade, replicacédo
viral, interagcdo parasita-hospedeiro, crescimento celular, adesao celular,

fibrindlise, e inflamagédo (DWEK 1996)
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Figura 3 - Controle de qualidade do enovelamento protéico no reticulo

endoplasmatico. A retirada das moléculas de glicose pelas glucosidases (Glcase) | e I

permite o reconhecimento da N-glicosilagdo pela calnexina e/ou calreticulina, assegurando
assim o completo enovelamento protéico. A agdo da glucosidase Il previamente clivando a
ligacdo a1-3 antes do enovelamento completo da proteina desencadeia a atuagdo da UDP-
glucose:glucosiltransferase (Glc-T) que fornece uma nova molécula de glicose e permite o

reconhecimento novamente das chaperonas.

1.5 GLICOSILAGAO ABERRANTE EM CELULAS TUMORAIS

As (glicoproteinas de células tumorais apresentam modificagbes
estruturais em seus glicanos, que tém sido associadas com os processos de
metastase, invaséo e progressao tumoral. Esses glicanos sdo denominados
aberrantes. A relagdo entre a resisténcia de células tumorais a
quimioterapicos e a glicosilagdo aberrante ainda € pouco compreendida,

relata-se que pode estar relacionada as alteragcdes na expressao de diversas
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enzimas da sintese e processamento da glicosilacdo (KOBATA e AMANO
2005).

A N-glicosilagdo aberrante mais estudada é a adicdo de cadeias 1-6-
GIcNACc a N-glicanos, processo catalisado pela N-
acetilglucosaminiltransferase V (GnT-V) (IHARA et al. 2004; ZHAO et al.
2006; KUDO et al. 2007; WANG et al. 2007; VARKI et al. 2009). Esta
modificagao estrutural esta associada com uma ligagao mais fraca da célula
maligna a matriz extracelular, com o aumento da migracao e invasao celular
e consequentemente com a metastase dos tumores (GUO et al. 2000). Além
da GnT-V, duas N-acetilglucosaminiltransferases tém apresentado
expressao diferencial em tumores: GnT-lll e GnT-IV. A GnT-Illl tem sido
associada com supressao tumoral, sendo considerada um antagonista de
GnT-V, pois as duas enzimas competem entre si pelo mesmo alvo, como por
exemplo a integrina a3p1 (ZHAO et al. 2006). Ha dois tipo de GnT-IV: GnT-
IVa e GnT-IVb. Essas sdo codificadas por genes localizados em dois
cromossomos diferentes. Estudos vém demonstrando que ha um aumento
de expressao de GnT-IVb e uma diminuicdo de GnT-IVa em células tumorais
(KOBATA e AMANO 2005; IDE et al. 2006).

Um estudo do nosso grupo demonstrou que as linhagens
tumorigénicas TM1 e TM5 apresentavam um aumento de tri- e tetra-cadeias
de N-glicanos, achado altamente sugestivo de aumento da atividade de
GnT-V (OBA-SHINJO et al. 2006). Esse fato ilustra a associagdo de
glicosilagdo aberrante a transformacdo maligna no nosso modelo de

progressao tumoral.
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1.6 ACUMULO DE PROTEINAS MAL ENOVELADAS NO

RETICULO

Tratamentos interferentes na N-glicosilacdo podem desencadear
acumulo de proteinas mal enoveladas no reticulo, gerando assim um
estresse nesta organela denominado resposta a proteinas mal enoveladas
(UPR) (LIN et al. 2008). Essa resposta consiste em uma cascata de
sinalizagdo que inicialmente provoca aumento na capacidade de
enovelamento protéico, reducao seletiva de tradugao no reticulo e aumento
da degradacgao de proteinas mal enoveladas. Assim, primeiramente ha um
processo citoprotetor. O estimulo prolongado da UPR em condicbes de
estresse pode resultar em apoptose (BERNALES et al. 2006).

O balango entre os efeitos citoprotetores e citotoxicos de UPR para os
tumores ainda é indeterminado. Sabe-se que parte dessa cascata de
sinalizagao super regula as chaperonas do reticulo endoplasmatico, sendo
esse um efeito protetor durante o desenvolvimento do tumor. A ativacao da
UPR in vitro altera a sensibilidade de células tumorais a agentes
quimioterapicos (MA e HENDERSHORT 2004b).

A UPR tem como principal molécula sensora a proteina-78 regulada
por glucose (GRP78) ou BiP, que € uma chaperona da familia HSP70. As
proteinas enoveladas incorretamente ou cujas subunidades nao estéo
totalmente agregadas expdem sequéncias de aminoacidos normalmente nao
expostas, reconhecidas por BiP. O reconhecimento auxilia no deslocamento

de polipeptidios recém sintetizados pela membrana do reticulo
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endoplasmatico e no enovelamento e maturagao das proteinas (CHEVALIER
et al. 2000). Em condigdes fisiolégicas normais, BiP encontra-se também
ligado ao dominio luminal de IRE1, fator de ativacao transcricional 6 (ATF6)
e PERK (do inglés protein kinase-like ER kinase). Entretanto, com o acumulo
de proteinas mal enoveladas no reticulo, BiP ligar-se-a preferencialmente a
essas proteinas mal enoveladas, desencadeando liberacdo de BIiP e
provocando a dimerizacdo de IRE o/f e sua fosforilagdo em trans; o
deslocamento de ATF6 do reticulo endoplasmatico para o complexo de
Golgi; e a ativagdo de PERK (BERNALES et al. 2006) (Figura 4).

A dimerizagédo de IRE o/p ativa o seu dominio citosélico RNase que
cliva uma sequéncia de nucleotideos do intron do mRNA do x-box DNA
biding protein (XBP1). Esse, uma vez ativado, migra para o nucleo e induz
genes envolvidos na UPR, como p58'", ERdj4, HEDJ e EDEM (LEE et al.
2003). Adicionalmente JNK ¢é ativado e pode estar envolvido em apoptose,
proliferacdo inflamatdria; podendo ainda contribuir para a transformacao e
resisténcia a apoptose, como observado em modelos in vitro e em tumores
primarios (MA e HENDERSHORT 2004b).

O deslocamento de ATF6 do reticulo endoplasmatico para o
complexo de Golgi; expde-no a clivagem por SP2 e SP1, ativando o fator de
transcricdo citosélico pATF6(P). Esse, por sua vez, ativa genes envolvidos
na transcricao das chaperonas residentes no reticulo e enzimas que auxiliam
no dobramento protéico e transativa o promotor de XBP1 (MA e

HENDERSHORT 2004b; NADANAKA et al. 2007).
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A ativagédo de PERK provoca a fosforilagdo da subunidade o de eiF2a
(KONDRATYEV et al. 2007), acarretando em bloqueio do transporte do
iniciador de met-tRNA para a subunidade ribossomal 40S; na perda de
expresséao de ciclina D, ocasionando um aumento no tempo em G1; além de
sintese de ATF4. Esse, por sua vez, ativa genes envolvidos no transporte e
metabolismo de aminoacidos, reducdo de reagdes oxidativas, apoptose
induzida por estresse prolongado; sintese de CREB-2; e finalmente ativagéo
de NF-kB, esse regula positivamente moléculas do sistema imune e fatores

de sobrevivéncia (MA e HENDERSHORT 2004b).




INTRODUGAO 17

o GRP78
Proteinas mal
fg J% $ c;enoveladas
e S ~ ) a
Ire1 - PERK
" o ATF6
Estressedo
reticulo
Tt & 2 &
BT g 0¥
Irol Va PERK
p"lp P o ATFé ¥ P
sXBP 1 XBP1 l
mRNA‘_mRNA elF2a —» phospho-elF2a
1 Traducdo
l dependente de Cap
Proteina
XBP1 ATF6
clivado

ATF4

Ndcleo s —(—— " ———
—— ——
—
—

hed

DNAJ/Hspad ch;‘;;"’"’; " Chaperonas (GRP78, GRP94)
PS8™* (RS ICREDS) Genes relacionados ao
i CHOP R SR
PDI XBr1 Genes antioxidativos

CHOP
GADD34

Fonte: Adaptado de HEALY et al. (2009)

Figura 4 - Cascatas de sinalizagao iniciadas pelas trés vias de UPR. Em
condigdes fisioldgicas normais, GRP78 encontra-se ligado a IRE1, ATF6 e PERK. Com o
acumulo de proteinas mal enoveladas, GRP78 ligar-se-a preferencialmente as proteinas
mal enoveladas; liberando IRE1, ATF6 e PERK, e consequentemente ativando estas trés
macromoléculas. A liberagdo de ATF6 permite o seu deslocamento para o Golgi e posterior
clivagem, este entdo induzira no nucleo a expressdo de genes relacionados a UPR, como
XPB1, chaperonas e CHOP. O desprendimento de PERK permite que este se dimerize e
ocorra sua autofosforilagdo; podendo assim fosforilar elF2a, inativando-a, e
conseguintemente inibindo a traducdo dependente de cap, mas possibilitando a tradugéo de
transcritos que apresentam sitio interno de entrada no ribossomo (IRES). A dissociacao de
IRE1, permite a sua oligomerizacao e autofosforilacdo, este ativo cliva o0 mRNA de XBP1,
ativando-o e permitindo a atuagédo na indugdo de genes relacionados com estresse, nos

processos de enovelamento e degradagéao protéicos.
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1.7 CONTROLE DE QUALIDADE E UPR

A inter-relagdo de UPR e o controle de qualidade do reticulo tém sido
esclarecidos; sendo demonstradas as consequéncias, as causas € as
funcbes em que ambos estdo envolvidos. Sabe-se que a estabilizacio
protéica, por exemplo, envolve as chaperonas de ambos, permitindo a
retencdo das proteinas no reticulo, aumentando a meia vida das mesmas e
ndo as destinando diretamente a via ubiquitina-proteossoma (DE VIRGILIO
et al. 1999; HEBERT e MOLINARI 2007).

Como citado anteriormente, tratamentos interferentes na N-
glicosilagdo induzem a ativacdo de UPR. Por exemplo, a 1-
deoximanojirimicina, inibidora da manosidase a1, 2, induz UPR em células
771 de hepatocarcinoma (LU et al. 2006); ou ainda a tunicamicina, inibidora
da UDP-GIcNAc:dolichol-PGIcNAC-1-P, € uma potente indutora da UPR
(LECCA et al. 2005). A analise genémica de fibroblastos de pacientes que
apresentavam disturbios de glicosilagao tipo | demonstrou haver aumento
moderado de transcritos de moléculas envolvidas na UPR, como ATFG,
XBPI, GRP94; aumento moderado da calreticulina tanto em transcritos como
em proteinas; e acumulo protéico de calnexina (SHANG et al 2002).

A castanospermina, inibidora das glucosidases | e IlI, impede a
entrada das proteinas recém-sintetizadas no controle de qualidade do
enovelamento protéico. Esta tem demonstrado ser também uma indutora de

UPR; a mesma desencadeia um aumento de GRP78 e de oligossacarideos
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ligados a lipidios (Precursores da N-glicosilagao), ativando assim a UPR em

fibroblastos dérmicos (BRECKENRIDGE et al. 2003).

1.8 UPR, CONTROLE DE QUALIDADE E APOPTOSE

Apoptose é um tipo de morte celular programada que ocorre através
de uma cascata de sinalizagdo de maneira geneticamente controlada e
organizada. O estresse prolongado no reticulo pode desencadear apoptose
por uma via dependente da mitocéndria e outra independente.

A via independente inicia-se com a caspase-12, mas a inducéo desta
via por UPR é relativamente pouco eficiente. Caspase 12 encontra-se na
membrana do reticulo e sua clivagem e ativagao pela protease m-calpaina
(protease calcio-dependente) faz com que a mesma clive a caspase 9 e em
cadeia, a caspase 3 (GROENENDYK e MICHALAK 2005).

Ha duas possibilidades de vias dependentes da mitocondria, uma
inicia-se com a ativagcdo da caspase 8 que cliva o receptor de célula B
associado a proteina (Bap31) retendo a porgao p20 n-terminal no reticulo.
Essa interage com drp1 na mitocéndria através de um mecanismo de agao
envolvendo liberagdo de calcio do reticulo e simultdneo resgate na
mitocondria (WANG et al. 1996).

A outra via envolve o gene induzido por dano no DNA ou por parada
celular, GADD153. O produto desse gene apresenta-se em concentragdes
baixas no citoplasma, mas em condicbes de estresse ele € induzido e

acumulado no nucleo. A ativacdo de GADD153 esta relacionada com as trés
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cascatas de sinalizagao ativadas por UPR, sendo a via induzida por PERK a
principal ativadora de GADD153, através de ATF4. As cascatas induzidas
por ATF6 e IRE 1 ativam através da acdao das mesmas em XBP1
(OYADOMARI e MORI 2004; PYRKO et al. 2007).

A acdo apoptotica de GADD153 envolve uma diminuigao protéica de
Bcl-2 (Linfoma de célula B 2); fator que contribi para a liberagdo de
citocromo ¢ da mitocéndria (ZUPPINI et al. 2002; MA e HENDERSHORT
2004b).

Células deficientes em calnexina sao resistentes a apoptose induzida
por UPR, ndo apresentando uma mudanc¢a na liberacao de citocromo c e na
clivagem da caspase 3 e 8. Isto se deve, possivelmente, ao fato de Bap31
formar um complexo com a calnexina, e a instabilidade deste complexo
impedir a ativagao da via apoptoética (ZUPPINI et al. 2002).

Outro fator importante na analise de fatores apoptéticos em uma
célula é a concentracao de calcio no reticulo e no citosol. O reticulo
endoplasmatico funciona também como um lugar de estocagem de calcio, e
quando esse € liberado para o citosol, ha ativagdo da via apoptética
dependente da mitocdndria, modulando a transcricdo génica e nucleases
relacionadas com vias apoptéticas. As chaperonas presentes no reticulo,
como a calreticulina, participam da estocagem de calcio. Isso foi verificado
em células de HelLa superexpressando calreticulina submetidas a tratamento
com tapsigargina e estaurosporina, que apresentaram aumento da

sensibilidade as drogas. Adicionalmente, células deficientes em calreticulina
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apresentaram diminuigdo da atividade de caspase 3, e consequentemente,
da sensibilidade para apoptose (NAKAMURA et al. 2000).

Analise protebmica da linhagem de melanoma humano LB373
tratadas com cisplatina, demonstrou haver ativacido de fatores envolvidos
com UPR, como GRP78 e GRP94, possivelmente devido ao carater
citoprotetor. Adicionalmente, observou-se diminuicdo da calreticulina,
provavelmente implicada na reducédo da estocagem de célcio no reticulo e
consequentemente protecdo das células contra apoptose (Tabela 1)
(GODQY 2004). MANDIC et al. (2003) também observaram aumento de
GPR78 em células de melanoma da linhagem 224 tratadas com cisplatina.

DE SOUZA et al. (2006) demonstraram que as linhagens
tumorigénicas TM1 e TMS apresentam uma diminuicdo da expressao de
ATF4 e um aumento da expressao génica de calnexina quando comparadas
com melan-a (Tabela 2). A diminuigdo de ATF4 pode estar relacionada a um
possivel mecanismo de evitar apoptose, enquanto a diminuicao de calnexina
associa-se a um aumento da vida média das proteinas no reticulo
endoplasmatico.

A maioria dos melanomas €& resistente a apoptose induzida por
estresse do reticulo. Diversos mecanismos tém sido avaliados para
aumentar a sensibilidade, como a utilizacdo da proteina reguladora de
atividade citoesqueleto associada (ARC) e a inibicdo de MEK (JIANG et al.
2007; CHEN et al. 2008). Entretanto, ha um grande interesse no
desenvolvimento de novas alternativas que aumentem a sensibilidade do

melanoma a apoptose por estresse no reticulo.
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Tabela 1 - Analise protebmica do precursor da proteina 78 Kda regulada por
glicose e do precursor da calreticulina na linhagem de melanoma humano

LB373 tratadas com cisplatina por 8, 16 e 24 horas de tratamentos.

spot(proteina), variagdo (razao entre a média do volume normalizado do “’spot” no grupo
tratado pela média do volume normalizado do “spot” correspondente ao grupo controle),

p/(ponto isoelétrico), Mw(massa molecular), teor(valor tedrico), exp(valor experimental)

Variagado p/ Mw
Identificagido Spot 8h 16h 24h Exp Teor Exp Teor

Precursor da proteina 39 2,00 1,40 460 526 510 66,75 72,33
78KDa regulada por 156 0,40 1,40 4,00 484 510 5246 72,33

Glucose (GRP78) 317 2,00 240 580 6,52 5,10 35.9 72,33
361 060 090 200 513 510 33,77 72,33

T18  * * * 527 5,10 71,88 72,33

Precursor da 120 0,90 1,40 030 4,22 430 5593 48,14
Calreticulina 479 040 040 080 6,16 430 18,84 48,14

Fonte: GODOY (2004)

Tabela 2 - Analise transcricional de calnexina e do fator de ativagao
transcricional 4 nas linhagens celulares TM1 e TM5.

Diferenca de

Nome Linhagem Regulagéo expressao TAG
Calnexina ™1 Upregulated 2,29 TAACAGTTGT
TMS5 Upregulated 4,97 TAACAGTTGT
ATF-4
(Fator de ativagao T™M1 Downregulated 3,72 TGTAAAGGAG
transcricional 4) TM5 Downregulated 2,25 TGTAAAGGAG

Fonte: DE SOUZA et al. (2006)
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2 OBJETIVOS

21 OBJETIVO GERAL

Estudar a relagdo de N-glicosilagdo co-traducional com a
quimioresisténcia de tumores, associando tal relacdo a inducao de estresse
no reticulo e ao processo apoptotico. Adidionalmente, avaliar a importancia

do estado pro-oxidativo para a sobrevivéncia das células.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Avaliar se ha resposta diferencial de melan-a e as linhagens
tumorigénicas TM1 e TM5 ao tratamento com tunicamicina,
analisando o efeito do tratamento no acumulo de N-glicanos
aberrantes, na ativacdo de UPR e na sensibilizagdo a morte induzida
pela droga;

2 Avaliar se a perturbacdo da resposta adaptativa a UPR por
tunicamicina sensibiliza as células a morte induzida por cisplatina e se
ha um efeito aditivo no tratamento simultdneo das duas drogas;

3 Determinar se a perturbacdo do estado pro-oxidativo da célula

induzida por N-acetilcisteina perturba a proliferacao celular.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CULTIVO DE CELULAS

Neste trabalho, foram utilizadas células das linhagens melan-a
(BENNET 1987), TM1 e TM5. Estas foram mantidas em estufa a
temperatura de 37°C contendo 5% de CO; em meio RPMI 1640 da Sigma-
Aldrich, pH 6,9, com 5% de soro fetal bovino (SFB) da cultilab e 200nM de
forbol miristato acetato (PMA) da Sigma Aldrich, na auséncia de antibidticos.
Para o subcultivo, as células foram repicadas previamente com tripsina-
EDTA 1x (GIBCO® Invitrogen Cell Culture). Essas condicbes foram
mantidas durante TODOS os tratamentos com a diferenca da adigdo das
drogas no meio. Neste trabalho, utilizaram-se trés drogas: tunicamicina da
Sigma Aldrish, cisplatina (cis-diammineplatinum(ll) dicloride) da Sigma

Aldrish e N-acetilcisteina.

3.2 TRATAMENTOS

A N-acetilcisteina e a cisplatina foram dissolvidas em PBS pH 7.4 ; a
Tunicamicina, em dimetilsulféxido (DMSO) estéril da Sigma Aldrish.Apds a
dissolucéo de cisplatina e N-acetilcisteina, filtraram-se as solugbes em filtro
de 0,2um para esterilizagdo das drogas. Aos controles, adicionavam-se os

seus veiculos esterilizados.
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3.2.1 Tratamento com Tunicamicina para analise por MTT [3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-YL)-2,5-Diphenyltetrazolium BROMIDE]

Plaquearam-se 10* células por poco de placas de noventa e seis
pocos. Assim, cada linhagem foi submetida a tratamento com tunicamicina
nas seguintes concentragbes: Opg/mL; 0,0625ug/mL; 0,125ug/mL;
0,25ug/mL; 0,5ug/mL; 1pg/ mL; 2,5ug/mL; 5ug/mL. Os tempos de
tratamentos foram: 24 e 48 horas. Posteriormente procedeu-se o ensaio de

MTT. O experimento foi realizado trés vezes.

3.2.2 Tratamento com Tunicamicina para contagem de células viaveis
por exclusao de Células marcadas com Azul de Tripan

Plaquearam-se 10° células por pogo de placas de seis pogos. Assim,
para cada linhagem, submeteram-se por 48 horas as seguintes condig¢oes:
somente DMSO, tunicamicina 0,2ug/mL e tunicamicina 1ug/mL. O
experimento foi realizado em triplicata para cada condigao. Posteriormente,
contou-se o numero de células por Azul de Tripan; e, procedeu-se analise de

etapa do ciclo celular. O experimento foi repetido trés vezes.

3.2.3 Tratamento com Tunicamicina para Extragao Protéica
Em garrafa média, foram plaqueadas 1,6.10° células e as condigbes
do tratamento 3.2.2 foram repetidas; no entanto o tratamento foi apenas por

24 horas. Apos este tempo, realizou-se a extragao protéica.
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3.2.4 Tratamento com Cisplatina para Contagem de Numero de Células
Viaveis

Plaquearam-se 2.10° células por poco de placas de seis pocos.
Submeteram-se as células a tratamento com cisplatina nas concentracdes
finais de: 0; 12,5uM e 25uM, por 24 horas. O experimento foi realizado em
triplicata para cada condigcdao. Apdés o tratamento contou-se o numero de
células viaveis por exclusao de células marcadas com Azul de Tripan. O

experimento foi repetido trés vezes.

3.2.5 Tratamento com Tunicamicina e Cisplatina para Contagem de
numero de Células Viaveis para analisar possivel efeito aditivo das
Drogas

Plaquearam-se 2.10° células por poco de placas de seis pocos.
Assim, primeiramente por 24 horas submeteram-se as células as seguintes
concentragdes de tunicamicina: 0; 0,2 pg/mL e 1 pg/mL. Posteriormente,
adicionou-se cisplatina ou DMSO em cada pogo de modo que a
concentracao final nos pocos fossem 0; 12,5uM e 25uM, e submeteu-se o
tratamento por mais 24 horas, ainda na presenca de tunicamicina. O
experimento foi realizado em triplicata para cada condigdo. Apds o
tratamento, contou-se o numero de células viaveis por exclusao de células

marcadas com azul de Tripan. O experimento foi repetido trés vezes.
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3.2.6 Tratamento com Tunicamicina e Cisplatina para analisar
sensibilizagao a morte

Foram plaqueadas 10 células por poco em placas de noventa e seis
pocos. Estas foram submetidas primeiramente a oito condicbes de
tunicamicina por 24 horas: 0; 0,0625ug/mL; 0,125ug/mL; 0,25ug/mL;
0,5ug/mL; 1 pg/ mL; 2,5ug/mL; 5ug/mL. Apds o tratamento, trocou-se o
meio, retirando a tunicamicina e submetendo as células a terapéutica com
cisplatina por mais 24 horas nas concentragdes finais de: 0 e 25uM. E
finalmente, analisou-se a viabilidade por ensaio de MTT. O experimento foi

repetido trés vezes.

3.2.7 Tratamento Prolongado com NAC

Melan-a, TM1 e TM5 foram plaqueadas cada uma na quantidade de
5.10* células por poco em quatro placas de seis pocos. Assim, para cada
linhagem submeteu-se em condi¢cdes de tratamento 5mM de NAC e outras
sem tratamento. O experimento foi realizado em ftriplicata. Mantendo-se as
condigdes de auséncia e presenga da droga, trocou-se o meio de cada
condicdo primeiramente apdés 48 horas e depois a cada 24 horas. Assim
retirou-se uma placa para contagem de cada linhagem apoés 48, 72, 96, 120
horas; e contou-se o numero de células por exclusao de células marcadas

com Azul de Tripan. O experimento foi repetido trés vezes.
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3.3 ANALISE DE PROLIFERAGAO E ETAPA DO CICLO

CELULAR

A analise em relagao a taxa de proliferagao celular foi realizada pela
contagem de células viaveis em Camara de Neubauer com a utilizagado da
solugdo de Azul de Tripan 0,2%, corante de células em morte celular. A
solugcao de Azul deTripan (0,2%) foi preparada diluindo 10 mL de Azul de
Tripan 0,4% da Sigma em 10mL de PBS e adicionou-se azida sédica da
Merck (Concentragao final: 3,85mM) a solugao.

A etapa do ciclo celular foi analisada por citometria (citdbmetro
FACScalibur Becton Dickson). Esse parametro foi determinado de acordo
com a incorporagao de iodeto de propidio (Pl), composto fluorescente que
tem sua intensidade aumentada em pelo menos cem vezes quando
incorporado ao RNA dupla fita ou DNA. Sendo assim sua intensidade difere
de acordo com a quantidade de DNA. A etapa do ciclo celular foi
determinada de acordo com os picos representados na figura 5,
correspondendo M1 a G1/GO e M2 a S/G2/M.

O preparo das amostras para contagem por exclusdo de células
marcadas com tripan blue ocorreu da seguinte maneira: apés a finalizagao
de cada tratamento retirou-se o meio de cada condicdo amostral, lavou-se
duas vezes com PBS, jogou-se um volume determinado de 0,25% tripsina-
EDTA 1x até o descolamento das células, e neutralizou-se com o dobro de
volume com meio RPMI 1640 com 5% SFB, transferindo tudo para um

eppendorf. De cada amostra, retirou-se uma aliquota para contagem.
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Misturaram-se dez microlitros da amostra com dez de solugéo de tripan blue
0,2%.

Para o experimento 3.2.2, apés contagem, centrifugou-se as amostras
a 2800 rpm por 5 minutos e ressuspendeu-se em etanol 70%, estocando-nas
a -20°C por no maximo 20 dias para posterior analise de ciclo celular. Ao
retirarem as amostras do -20°C, centrifugaram-nas a 2800rpm por 5min,
descartando-se o etanol e ressuspendendo o pellet em PBS. Em seguida,
centrifugou-se novamente a 2800rpm por 5Smin, eliminou-se o©s
sobrenadantes, ressuspendendo-os em 200 ul de solugéo de PI (20 ml PBS,
20pl Triton (0,1%), 200pug/ml RNase, 20ug/ml Pl) e, finalmente, transferiu-se
as amostras para os tubos de FACS. Manteve-se as amostras a temperatura

ambiente por 30 minutos antes das células serem analisadas no citdmetro.
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Figura 5 - Histograma para determinagdo de etapa do ciclo celular.

Histograma de representacdo dos picos relativos a etapa do ciclo celular, sendo
que M1 corresponde a G1/G0 e M2, a S/G2/M.
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3.4 ESTABELECIMENTO DO PERFIL PROTEICO

3.4.1 Extrato Celular

As células foram lavadas duas vezes com solugdo PBS e
posteriormente desprendidas da garrafa com tripsina, centrifugadas a
2000rpm/3min, descartando-se o sobrenadante. Adicionou-se ao pellet o
tampédo de lise celular (50mM TRIS, 150mM NaCl, 5mM EDTA pH 8§,
0,1%TRITON, 1mM Na3VO4, 2ug/ml aprotinina (1:1000), 1 mM PMSF
(1:100), agua miliQ), ressuspendendo o pellet e incubando a 4°C por 15
minutos. Posteriormente, centrifugou-se a 13000rpm/15min, transferindo o
sobrenadante para outro tubo. A extragdo de proteinas nucleares foi
realizada com o mesmo procedimento, porém utilizando-se o tampao de lise
da fragao nuclear (20 mM Hepes, 630mM NaCl, 0,2 mM EDTA pH 8, 25% de
glicerol, 1 mM Na3zVO,, 2ug/ml aprotinina (1:1000), 1 mM PMSF (1:100),
agua miliQ). No final, as duas fragbes foram juntadas, constituindo uma

fracao total.

3.4.2 Dosagem Protéica

As fragbes foram dosadas utilizando-se o kit de ensaio protéico do
acido bicincrénico (BCA) da Bio-rad. Esta técnica consiste na adigao de um
corante acido bicincrénico a solucdo protéica, e a subsequente leitura no
leitor de Elisa. A coloracdo do corante varia de acordo com a concentragao
protéica, tendo sido determinada pela comparacao com a curva padrao. O kit

inclui 250mL do reagente A, 2000mL do reagente B. A solugdo a ser




MATERIAIS E METODOS 31

adicionada na amostra segue a proporc¢ao de 50 vezes o reagente A e uma
vez o reagente B. Esta solugdo foi adicionada na propor¢cao 8:1
(reagente:amostra). Incubou-se por 30 minutos a temperatura ambiente e,

posteriormente, leu-se a 655nm (catalogo 500-0116N).

3.4.3 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

Primeiramente, se preparou 10 mL de gel separador 7,5%, este
contendo 4 mL de agua; 2,5 mL de solugdo acrilamida 30% (29,2%
acrilamida(w/v):0,8% de N’-metilenobisacrilamida(w/v),pH 7; sendo a
acrilamida da Luc biotechnology e a N’-metilenobisacrilamida da Sigma); 2,5
mL de 4xLower Buffer pH 8.8 (1,5M de Tris Base da Gibco BRL, H,O miliQ,
SDS 0,4% da USB corporation); 17uL de TEMED da invitrogen, 33uL de
persulfato de amoénia 10% da Gibco BRL. Apds a polimerizagdo do gel
separador, adicionou-se gel concentrador 5%, este contendo 1,140 mL de
agua, 0,34mL de solugdo acrilamida 30% (29,2% acrilamida(w/v): 0,8% de
N’-metilenobisacrilamida(w/v),pH 7), 0,5mL de 4Xupper buffer pH6,8 (0,5M
de Tris Base, H,O miliQ, SDS 0,4%), 2,7uL de TEMED, 20uL de persulfato
de amoénia 10%. Estando polimerizado o gel, aplicou-se as amostras
deixando migrar por tempo variavel com voltagem inicial de 60V aumentando
com o tempo para GRP78 e GADD153. Para a visualizagdo de N-glicanos
correu-se inicialmente a 40V e apds as amostras entrarem no gel separador
a corrida ocorreu a 50V. Para a andlise de GADD153, fez-se um gel

separador 12%, contendo os mesmos conteudos.
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As amostras foram diluidas no mesmo volume de tampao de amostra
2x (Tris HCI 200 mM,pH 6,8; 4% de SDS(v/v) da USB corporation; 0,01% de
azul de bromofenol(p/v); 20% de glicerina da MERCK(v/v); 4% de [-
mercaptoetanol da MERCK schuchardt). Preparou-se uma amostra com o
marcador de massa molecular de proteinas Multicolor Broad Range Protein
Ladder da Fermentas. As amostras foram incubadas a 100°C por cinco

minutos para desnaturacdo completa.

3.4.4 Transferéncia das Amostras para o PVDF

Primeiramente, encharcou-se doze pedacos de filtro Watman e um
pedaco do filtro de PVDF no tampao de transferéncia (3,02 g de TRIS base,
14,40 g de glicina da Luc Biotecnologia, 200mL de metanol e 800mL de
agua) com pH 8,3. Depois, montou-se o0 “sanduiche de transferéncia” com a
seguinte ordem: eletrodo positivo, seis pedagos de filtro Whatmann,
membrana de PVDF, gel, seis pedagos de filtro Whatmann, eletrodo
negativo. Manteve-se a cuba a uma corrente constante de 0,8 mA por cm?
de gel por 90 minutos na geladeira. E, finalmente, removeu-se a membrana
de membrana de PVDF, colocando-a em cima de um papel de filtro seco e
limpo.

Apoés a transferéncia do gel, as membranas foram bloqueadas com
solugdo de bloqueio, esta constituida por 5g de leite desnatado molico e
100mL de PBS-T 1X (137mM de NaCl da Luc Biotechnology, 2,7mM de

KCI da Merck, 10 mM de Na,HPO, da Vetec, 2mM de KH,PO4, 0,5% Tween
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20 da Amershan Bioscience). Incubou-se o sistema durante uma hora sob

agitacao lenta a temperatura ambiente.

3.4.5 Imunodetecc¢ao

Incubou-se com anticorpos especificos (anticorpo policlonal de cabra
anti-GRP78, santa cruz; anticorpo policlonal de coelho Gadd153, santa cruz;
anticorpo policlonal de camundongo B-actina, sigma) na diluicao especifica
de cada anticorpo em PBS/tween 0.5%/molico 5% sob agitacdo lenta
overnight. Apés isto, lavou-se a membrana trés vezes por 20 minutos cada
lavagem e posteriormente, adicionou-se o anticorpo secundario conjugado a
peroxidase por uma hora e finalmente, lavaram-se as membranas
novamente.

Posteriormente, para a revelacdo, utilizou-se kit de reagentes de
detecgcao Amersham ECL Plus™ da GE healthcare. Inicialmente, colocou-se
a membrana dentro de uma capa plastica em um cassete de revelacéo e
adicionaram-se sobre a membrana os reagentes de detecc¢ao do kit, em uma
proporcao de 40 vezes o reagente A para uma do reagente B. Dentro de
uma camara escura, colocou-se um filme de autoradiograma da GE
healthcare em cima da membrana. Fechou-se o cassete, deixando o filme
expondo. Posteriormente, removeu-se o filme, colocou-o na solucio
reveladora (390mL de agua com 110 mL do revelador e refor¢ador da Kodak
GBX) até o aparecimento das bandas, depois lavou-se em agua e colocou-
se na solugdo fixadora (390mL de agua com 110 mL do revelador e

reforcador da Kodak GBX).
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3.4.6 Coloracao com coomassie blue

Para a coloragdo com coomassie blue, inicialmente colocou-se o gel
de poliacrilamida em um recipiente contendo solugdo de coomassie blue
(50% de metanol, 40% de &agua, 10% de &cido acético e 0,05% de
coomassie blue) suficiente para cobrir o gel, deixando agitar por 30 minutos
a temperatura ambiente. Retirou-se a solugdo de coomassie blue e
adicionou-se a solugdo descorante A (37,5mL de acido acético, 227mL de
metanol e 235,5 mL de agua) por uma hora. Trocou-se pela solugédo B
(36,5mL de acido acético, 25mL de metanol e 437,5 mL de agua) até a
nitidez das bandas. Retirou-se a solugéo descorante e deixou o gel overnight

em agua miliQ.

3.4.7 Blotting com Lectinas

No blotting com lectinas, procedeu-se como descrito de 3.4.1 a 3.4.4
e depois se bloqueou a membrana com a solugao bloqueadora do KIT DIG
GLYCAN overnight e incubou-se com L-PHA biotinilada 10ug/mL em
TBS/TWEEN 0,1% overnight. Posteriormente, procedeu-se a trés lavagens
de 10 minutos cada em TBS/TWEEN 0,1%, incubou-se posteriormente com
estreptavidina-AP(1:1000) em TBS/TWEEN 0,1% por 1h. Finalmente,
revelou-se com NBT (35mg/mL), sal de 5-Bromo-4-Cloro-3’-Indolifosfato p-
toluidino (BCIP)(50mg/mL) diluido em Tampao de Fosfatase Alcalina

(APB)(tris 100mM pH 9,5; NaCl 100mM ; MgCl, 5mM).
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3.5 ENSAIO DE MTT [3-(4,5-DIMETHYLTHIAZOL-2-YL)-2,5-
DIPHENYLTETRAZOLIUM BROMIDE]

Primeiramente prepararam-se as solugdes. O tampao de solubilizagéao
foi feito de forma que a constituigdo fosse de 10% SDS e 10mM HCI. O MTT
foi preparado dissolvendo o sal Thiazolyl Blue Tetrazilium Bromide em PBS
na concentragao de 5mg/mL e depois se filtrou em filtro 0,22um e protegido
da luz.

Apo6s os tratamentos, em condicbes ainda estéreis, adicionou-se
10uL/poco de solugao MTT 5mg/mL para cada 100uL meio (cf:0,5mg/mL).
Incubaram-se as placas por quatro horas em atmosfera umedecida (37°C,
5% CO3). Em seguida, adicionou-se 100uL de tampéao de solubilizagao para
dissolver os cristais e incubaram-se as placas overnight em atmosfera
umedecida (37°C, 5% CO,). Posteriormente, verificou-se a completa
solubilizacdo dos cristais e fez-se a leitura em leitor de Elisa no filtro 3

(595nm).

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram comparados estatisticamente com testes
paramétricos, com o programa estatistico GraphPad Prism 4 versao 4.0 para
Windows. O teste utilizado para analisar os experimentos foi o One-way
ANOVA com o pés teste Bonferroni, comparando-se todas as condi¢cdes de
maneira pareada. As diferencas foram consideradas estatisticamente
significantes para p < 0,05. Todos os experimentos foram repetidos no

minimo trés vezes para a validacdo dos dados. No experimento 3.2.6 além
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de utilizar One way ANOVA, utilizou-se o Twoway ANOVA com pos teste

Bonferroni. Na tabela 3 ha descrito o tipo de analise estatistica utilizado para

cada experimento.

Tabela 3 - Tipos de analises estatisticas feitas para cada experimento, com

seus respectivos controles.

Experimento

Teste utilizado Controle

3.21,3.2.2,
3.2.3

3.24

3.3.5

3.3.6

3.3.7

One-way ANOVA A analise foi feita separadamente para
cada linhagem sempre comparando cada
ponto em relagao a condigdo em que nao

havia a presenga de tunicamicina.

One-way ANOVA Comparou-se em relagao a condicdo em
que nao havia cisplatina. Tendo sido feita
uma analise para cada linhagem celular.

One-way ANOVA Compararam-se cada condicdo em
relagdo aquela, em que n&o havia a
presenga de tunicamicina e cisplatina.
Avaliou-se cada linhagem
separadamente.

One-way ANOVA e Two- As condigdes em que havia a presenca
way ANOVA das duas drogas foram comparadas em
relagdo as condigdes em que n&o havia a
presenga das drogas isoladas na mesma
concentragao.

Two-way ANOVA Cada condicdo em que havia a presenca
de NAC foi comparada com aquela que
nao apresentava a droga em um mesmo

horario de tratamento em um mesmo
tempo de tratamento.
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4 RESULTADOS

41 TUNICAMICINA E MAIS CITOTOXICA E CITOSTATICA PARA

AS LINHAGENS TUMORIGENICAS DO QUE PARA MELAN-A

Como dito anteriormente, as linhagens tumorigénicas apresentam um
aumento de cadeias 3-1,6 nos seus glicanos, ou seja, um aumento de N-
glicanos aberrantes. Sabendo que tunicamicina atua inibindo a formagao de
N-glicanos; pensou-se que células das trés linhagens poderiam apresentar
graus de sensibilidade diferente a droga. Com isto, procedeu-se a um ensaio
de MTT com concentragdo seriada de tunicamicina por 24 horas.
Tunicamicina foi citotdxica significativamente em concentragdes de pelo
menos 2,5 pg/mL para melan-a, enquanto que as linhagens tumorigénicas
(Tm1 e TM5) foram sensiveis a concentragbes vinte vezes menores da
droga; ou seja, as linhagens tumorigénicas sao mais sensiveis a
tunicamicina do que melan-a (Figura 6A). Estes dados demonstram uma
maior sensibilidade das linhagens tumorigénicas a inibicado da N-glicosilagao
protéica, ou seja, uma maior dependéncia destas linhagens a N-glicosilagao
quando comparados com a linhagem melanocitica.

No tratamento por 24 horas nao se atingiu um IC 50%, com isso
procedeu-se ao tratamento prolongado por 48 horas no intuito de verificar
uma maior diminuigdo da absorbancia. Em tais condi¢bes, houve uma

reducdo significativa da porcentagem de células viaveis em todas as
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linhagens, mantendo-se a diferenca de resposta entre as linhagens
tumorigénicas e a linhagem melanocitica (Figura 6B).

Apods este experimento, realizou-se contagem do numero de células
viaveis por exclusdo de azul de tripan das trés linhagens submetidas ao
tratamento com quatro diferentes concentragcdes de tunicamicina por 48
horas: 0; 0,2ug/mL; 1,0ug/mL e 2,5 pg/mL. TM1 e TM5 apresentaram
diminuicdo similar do numero de células viaveis frente as diferentes
concentracbes de tunicamicina; enquanto melan-a apresentou-se mais
resistente ao tratamento (Figura 7). Isto pode ser verificado principalmente
pelo fato de que 0,2 ug/mL tunicamicina é citotdxico apenas para as
linhagens tumorigénicas. Esse resultado confirma o achado anterior
demonstrando uma maior suscetibilidade das linhagens tumorigénicas a
tunicamicina. A contagem do numero de células viaveis, entretanto, definiu
melhor o efeito citotéxico de tunicamicina do que o MTT; pois, a redugao do
numero de células viaveis aproximou-se de 50% em melan-a e foi maior do

que 70% nas linhagens tumorigénicas.
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Figura 6 - As linhagens tumorigénicas sdo mais sensiveis a tunicamicina do
que melan-a. Melan-a, TM1 e TM5 foram submetidos a tratamento por 24 (6A) e 48 horas
(6B) com tunicamicina nas seguintes concentragdes: Oug/mL; 0,0625 pg/mL; 0,125 pg/mL;
0,25ug/mL; 0,5ug/mL; 1 pg/mL; 2,5 yg/mL e 5 pg/mL; sendo o meio de veiculo DMSO.
Posteriormente, analisou-se a citotoxicidade por MTT. Para melan-a, tunicamicina foi
citotdxica apenas em altas concentragées de tunicamicina; enquanto para TM1 e TM5 a
reducdo de numero de células viaveis torna-se significativa a partir de baixas
concentragdes. O prolongamento do tratamento por maior tempo aumentou a citotoxicidade
da droga para as trés linhagens mantendo a resposta diferencial entre melan-a e as
linhagens tumorigénicas *(one way a nova, p<0.05; analise feita em relagdo ao controle,

condigdo que nao apresenta tunicamicina em seu tratamento)
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Figura 7 - Melan-a apresentou uma maior resisténcia ao tratamento em
baixa concentracdo de tunicamicina quando comparado com as linhagens

tumorigénicas. Melan-a, TM1 e TM5 foram submetidos a tratamento com tunicamicina

em quatro diferentes concentragdes 0 ug/mL, 0,2ug/mL; 1,0ug/mL e 2,5ug/mL por 48 horas,
sendo o meio de veiculo DMSO. Analise do numero de células viaveis por exclusdo de
células marcadas por azul de Tripan demonstrou que TM1 e TM5 s&o mais sensiveis a
0,2ug/mL de tunicamicina do que melan-a. *(one way a nova, p<0.05; analise feita em

relagéo ao controle: condigdo que ndo apresenta tunicamicina em seu tratamento)

Extratos obtidos de células de cada uma das linhagens tratadas com
tunicamicina (0; 0,2 uyg/mL e 1ug/mL) foram submetidas a eletroforese e blot.
Posteriormente, procedeu-se a analise desses extratos com a lectina
Phaseolus vulgaris que reconhece cadeias tri e tetra antenares, com o intuito
de confirmar se a citotoxicidade da droga estava relacionada a uma
diminuicdo de N-glicanos. E, como demonstrado na Figura 8, tunicamicina
reduziu o numero de glicoconjugados reconhecidos por L-PHA nas trés

linhagens.
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Figura 8 - Tratamento com tunicamicina diminuiu estruturas reconhecidas

por L-PHA nas trés linhagens. Melan-a, TM1 e TM5 foram submetidos por 24 horas a

trés concentragdes de tratamento com tunicamicina Oug/mL; 0,2ug/mL e 1ug/mL. Apds o
tratamento, os extratos protéicos foram submetidos a eletroforese. A revelagédo dos extratos
protéicos com L-PHA demonstrou que houve perda de estruturas reconhecidas por L-PHA

no tratamento com tunicamicina para as trés linhagens (niUmero de repeti¢cdes igual a 2).

Sabendo do potencial de tunicamicina de induzir uma parada celular
em G1, avaliou-se a etapa do ciclo celular nas trés linhagens. TM1 e TM5
apresentaram um aumento significativo de células em G1, enquanto melan-a

apresentou pequeno aumento significativo apenas com 0,2ug/mL de
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tunicamicina(Figura 9). Constatou-se que tunicamicina desencadeia uma
parada em G1 principalmente nas linhagens tumorigénicas, o que revela seu

efeito citostatico sobre as mesmas
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Figura 9 - Tratamento com tunicamicina ocasiona o bloqueio da progressao

do ciclo celular em GO0/G1 principalmente nas linhagens tumorigénicas.
Melan-a, TM1 e TM5 foram submetidos por 48 horas a quatro concentragées de tratamento
com tunicamicina (0; 0,2ug/mL; 1ug/mL e 2,5ug/mL) e apés o tratamento, as células foram
incorporadas com iodeto de propideo. Demonstrou-se que as linhagens tumorigénicas
apresentam um grande aumento de células em GO/G1, ou seja, apresentam uma parada no
ciclo celular em G0/G1; ja a linhagem melanocitica apresentou apenas um aumento discreto
com 0,2ug/mL. *(one way a nova, p<0.05; analise feita em relagdo ao controle, condigédo

que nao apresenta tunicamicina em seu tratamento)
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4.2 TUNICAMICINA INDUZ ESTRESSE DE RETICULO NAS TRES

LINHAGENS

Considerando que tunicamicina € um potente ativador de UPR, é
valido supor que a resposta diferencial de melan-a, TM1 e TM5 decorra de
alteracbes nessa cascata de sinalizagdo que possui 0 potencial de ativar
tanto fatores citostaticos como pro-apoptéticos. Neste contexto, avaliou-se
primeiramente se ha um acumulo protéico do sensor de UPR, GRP78.
Observou-se haver aumento de GRP78 nas trés linhagens, o que demonstra

que a cascata de sinalizagao estava ativada (Figura 10).

Melan-a ™1 TM5
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Figura 10 - Acumulo de GRP-78 em células tratadas com tunicamicina.
Melan-a, TM1 e TM5 foram submetidos a tratamento com tunicamicina (0; 0,2ug/mL e 1
pg/mL) por 24 horas. Apds o tratamento, submeteram-se os extratos protéicos a
eletroforese e a revelagdo dos extratos protéicos com a-grp78. p-actina: controle de massa.
Em alta concentragéo de tunicamicina, as trés linhagens aumentam o acimulo de GRP78;
ja com baixa concentracdo de tunicamicina, as linhagens tumorigénicas apresentam esse
acumulo, enquanto o mesmo fato ndo ocorre para melan-a (o experimento foi repetido trés

vezes).
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Com o aumento deste sensor de UPR, procedeu-se a analise para
caracterizar se a cascata estava induzindo apoptose. Avaliou-se assim, se o
tratamento com tunicamicina acarretava acumulo de GADD 153.
Interessantemente, a presenga do produto do gene de GADD153 s6 ocorria
na vigéncia de tunicamicina, nas trés linhagens. Dentre elas, melan-a

apresentou menor acumulo do que as linhagens tumorigénicas (Figura 11).
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Figura 11 - Acumulo de GADD153 nas trés linhagens quando tratadas com

tunicamicina. Melan-a, TM1 e TM5 foram submetidos a tratamento com tunicamicina 0;
0,2pug/mL e 1 pg/mL por 24 horas. Apods o tratamento, submeteram-se os extratos protéicos
a eletroforese e a revelacdo dos extratos protéicos com a-GADD153. 3-actina: controle de
massa. Nas trés linhagens houve um acumulo de GADD153 na presenga de tunicamicina,
sendo este acumulo maior nas linhagens tumorigénicas quando comparadas com a

linhagem melanocitica. (O experimento foi realizado trés vezes)
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4.3 AS TRES LINHAGENS SAO SENSIVEIS A CISPLATINA

Como discutido anteriormente, cisplatihna € um medicamento
amplamente utilizada na clinica e que possui baixa eficiéncia no tratamento.
Neste contexto, procedeu-se a um conjunto de experimentos a fim de
verificar se tunicaminina poderia aumentar a resposta das células a morte
por cisplatina. Assim, primeiramente verificou a sensibilidade das trés
linhagens a cisplatina. O tratamento demonstrou que o tratamento reduziu
significativamente o numero de células viaveis em melan-a e TM5. O mesmo
efeito parece ocorrer para TM1, entretanto o resultado ndo teve diferenca

significativa para esta linhagem (Figura 12).
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Figura 12 - Linhagens tumorigénicas e melan-a sdo sensiveis a cisplatina.
Melan-a, TM1 e TM5 foram submetidos as seguintes concentragdes de cisplatina de forma
que a concentracao final fosse: 0; 12,5uM e 25uM por 24 horas. A Analise do numero de
células viaveis de células por exclusdo de células marcadas com azul de TRIPAN
demonstrou que a droga tem agédo nas trés linhagens celulares, entretanto TM1 n&o
demonstrou ser sensivel significativamente a droga B Curva de tendéncia demonstrou que
quanto maior a concentragdo de cisplatina maior a reducao de células viaveis *(one way a
nova, p<0.05; analise feita em relagao ao controle, condicao que nao apresenta cisplatina

em seu tratamento)
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4.4 TUNICAMICINA E CISPLATINA: EFEITO ADITIVO SOMENTE
PARA MELAN-A

Sendo cisplatina e tunicamicina citotoxicas para as células, seguiu-se
a um conjunto de experimentos a fim de verificar se a adicdo das duas
drogas conjuntamente exerceria um efeito citotoxico maior. As linhagens ja
em tratamento com tunicamicina por 24 horas, adicionou-se cisplatina.
Depois de mais um periodo de 24 horas o efito citotoxico aditivo das duas
drogas foi analisado pela contagem do numero de células viaveis.

Na linhagem melanocitica observou-se um efeito aditivo das duas
drogas, pois ha uma diminuigéo significativa do numero de células viaveis na
presenca das duas comparadas ao controle em que ha auséncia de
tratamentos, este fato pode ser melhor analisado com cisplatina 12,5uM e
tunicamicina 0,2ug/mL, pois quando ha a presenca de apenas uma das
drogas no tratamento de melan-a, a redugdo nao é significativa em relagao
ao controle, enquanto quando ha a presenga das duas drogas, a redugao
torna-se significativa em relagdo ao controle, ou seja, a condi¢do que nao foi
tratadas com nenhuma das drogas (Figura 13a e 13b). Ja para as linhagens
tumorigénicas, a redugdo do numero de células viaveis por tunicamicina é
tdo grande que provavelmente “mascara” o efeito de cisplatina (13c-f). Estes
dados sugerem que exista uma interferéncia nas vias de mortes

desencadeadas pelas duas drogas, possivelmente por estresse no reticulo.
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Figura 13 - Cisplatina e tunicamicina: efeito aditivo somente para melan-a.

Melan-a, TM1 e TM5 foram submetidos as seguintes concentragdes de tunicamicina: 0

(tun0) e 0,2ug/mL(tun0.2). Apds 24 horas, adicionou-se cisplatina ao meio de forma que a

concentracdo final fosse: 0; 12,5uM e 25uM. Andlise do numero de células viaveis de

células por azul de Tripan demonstrou que para melan-a houve um efeito aditivo das

drogas, ou seja, a agédo das duas drogas conjuntas foi maior do que na presenca de apenas

uma delas (13a e 13b); ja para as linhagens tumorigénicas, o efeito isolado de tunicamicina

ja é tédo grande que a adig¢do de cisplatina nao faz diferenga ao tratamento (13c-f). (p<0.05 e
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n=3) *(one way a nova, p<0.05; analise feita em relagéo ao controle, condigdo em que néo

ha nenhuma das drogas no tratamento)

45 EFEITO ADITIVO DISCRETO DE TUNICAMICINA E
CISPLATINA JA PODE SER OBSERVADO EM BAIXAS
CONCENTRAGOES DE TUNICAMICINA NAS LINHAGENS

TUMORIGENICAS

No segundo conjunto de experimentos, relacionando tunicamicina e
cisplatina, o objetivo foi de constatar se tunicamicina sensibilizava as células
a morte por cisplatina. Neste contexto, trataram-se as linhagens somente
com tunicamicina, primeiramente por 24 horas e em seguida trocou-se o
meio, retirando tunicamicina e submeteram-se as células por 24 horas a
mais de tratamento somente com cisplatina.

Neste ensaio todas as células demonstraram ser sensiveis a morte
por cisplatina e tunicamicina isoladas e em todas ha um efeito aditivo
discreto das duas droga (Figura 14). No entanto, algo notavel € que quando
se observa baixas concentracbes de tunicamicina, o efeito aditivo de
citotoxicidade sO pode ser observado nas linhagens tumorigénicas.
Enquanto, para melan-a, o efeito s6 pode ser observado a partir de
2,5ug/mL. Estes dados sugerem que para uma resposta diferencial das trés
linhagens no tratamento conjunto de cisplatina com tunicamicina é

necessario utilizar baixa concentragédo de tunicamicina.
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Figura 14 — Tunicamicina e cisplatina: efeito aditivo discreto em baixa

concentracao sensibiliza as células a morte por cisplatina. Melan-a, TM1 e TM5
foram primeiramente submetidos por 24 horas as seguintes concentragdes de tunicamicina:
0; 0,0625 pg/mL; 0,1250 pg/mL; 0,25ug/mL; 0,5ug/mL; 1 yg/mL; 2,5 yg/mL e 5 ug/mL. Apds
24 horas, trocou-se 0 meio e submeteram-se ao tratamento com cisplatina por mais 24

horas nas seguintes concentragdes: 0 (cis 0) e 25uM(cis 25). Analisaram-se os ensaios por
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MTT. Nos graficos, demonstrou-se que ha um efeito aditivo discreto na presenca das duas
drogas. Os graficos pontilhados evidenciam tunicamicina em baixas concentragdes e
demonstram que as linhagens tumorigénicas ja apresentam este efeito aditivo em baixas
concentragdes, enquanto o mesmo fato ndo ocorre para melan-a *(p<0.05, two way anova e
one way a nova, analise feita em relagdo quando ha presenga de apenas uma das drogas

isoladamente).

46 TRATAMENTO COM O ANTIOXIDANTE N-ACETILCISTEINA

IMPEDIU A PROLIFERAGAO CELULAR

Recentemente, vem sendo descrita a interface entre estresse
oxidativo e UPR, demonstrando uma interrelacdo em que o estresse
oxidativo tanto pode estar upstream UPR como downstream. Sabendo-se do
estado constitutivo pro-oxidativo das linhagens tumorigénicas, iniciou-se
experimento com NAC afim de estudar esta interface. O ensaio com N-
acetilcisteina (NAC) consistiu em analisar o efeito antioxidante desta
molécula nestas linhagens comparando-as com a linhagem melanocitica
melan-a. Com isto, plaguearam-se as trés linhagens na auséncia (controle)
ou na presenca de NAC e trocando-se o meio a cada 24 horas a partir de 48
horas, com isso esperava-se poder analisar o efeito antioxidante de NAC ao
longo do tempo. Os resultados demonstraram que NAC desencadeia uma
parada na proliferagdo celular nas trés linhagens, ou seja, enquanto o
controle apresentou uma proliferagao continuada, o tratamento com NAC
impediu 0 aumento no numero de células (Figura 15). Isto pode ser
observado durante todo o periodo, principalmente a partir de 96 horas, onde

a diferenga tornou-se maior nas trés linhagens.
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Figura 15 - N-acetilcisteina impede a proliferagcao celular nas trés linhagens.

o

Melan-a, TM1 e TM5 foram submetidos a condi¢cdes sem adicdo de NAC e a tratamento
com NAC 5mM. Contou-se o numero de células apds 48, 72, 96 e 120 horas de tratamento
e fizeram-se as curvas de proliferagdo para cada condicdo. Para todas as linhagens, as
células submetidas a tratamento com NAC sofreram uma parada na proliferagdo celular

*(p<0.05, two way anova, em relagdo a condigdo sem a presenga da droga no mesmo
horario analisado).
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5 DISCUSSAO

A alta sensibilidade de TM1 e TM5 a tunicamicina demonstra que
estas sdo mais vulneraveis a perda da N-glicosilagado co-traducional, uma
forma de inducao de estresse de reticulo endoplasmatico.

Como observado anteriormente, as linhagens tumorigénicas
apresentam um aumento de cadeias p-1,6-N-acetilglucosamina em relagéo a
melan-a. A inibicdo da presencga destas cadeias ja demonstrou ser um fator
de aumento de apoptose, como no trabalho de GUO et al. (1999), em que
células de Lewis transfectadas com cDNA antisense N-
acetylglucosaminiltransferase V (enzima fundamental para a formagdo de
cadeias [(-1,6-N-acetilglucosamina) apresentaram um aumento na
susceptibilidade a apoptose. A perda destas cadeias pode ser um dos
fatores da maior vulnerabilidade destas linhagens a morte. Nao fica claro
porém se nestas condigdes houve indugao de estresse de reticulo associado
a modificagcdo do padrdao de glicosilagdo das glicoproteinas do modelo
celular estudado.

Assim, por exemplo, perda destas cadeias pode estar relacionada a
alteragdes no padrdo de transducdo de sinais proliferativos. LAU et al.
(2007) demonstrou que o aumento do numero de N-glicanos complexos e do
grau de dobramento, através do fluxo de hexosamina, estdo relacionados
com a regulagao da proliferagao celular e da diferenciagdo. Glicoproteinas

altamente glicosiladas apresentam uma resposta hiperbdlica ao aumento de
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hexosamina, enquanto as proteinas poucos glicosiladas apresentam uma
resposta com um maior limiar de ativacdo, que pode ser quebrado pelo
aumento do numero de cadeias de oligossacarideos N-ligados presentes
nessas macromoléculas, conforme modelo proposto. Glicoproteinas com
poucos sitios de N-glicanos estariam antes envolvidas com parada no ciclo e
aquelas com um numero maior de sitios estariam relacionadas com
proliferacdo. A transicao de proliferagao para parada é estabelecida através
do aumento da presenca de receptores de parada do ciclo celular. Se
verdadeiro, este modelo permitiria estabelecer uma relagdo diretamente
proporcional entre complexidade de N-glicanos e sinais proliferativos (LAU et
al 2007). Sendo assim, a perda das cadeias (3-1,6 pode desencadear em
uma parada do ciclo celular.

O efeito de tunicamicina nas linhagens tumorigénicas demonstra uma
maior sensibilidade destas linhagens tumorigénicas a N-glicosilagdo em
relacdo a melan-a. Este fato ilustra o conceito de dependéncia, que vem
sendo explorado na literatura mais recentemente. A dependéncia a vias
oncogénicas, como vem sendo chamado (do inglés, oncogene addiction),
ocorre do fato de que apesar das células tumorigénicas apresentarem
diversas anormalidades genbmicas e epigenéticas, a inibicdo de apenas
uma anormalidade molecular pode resultar em parada na proliferagao ou
morte celular (ou sensibilidade aumentada a morte celular); e 0 mesmo
fenbmeno nao ocorre em células normais (WEINSTEIN e JOE 2006;
MELNIKOVA e BAR-ELI 2008). Algumas hipoéteses tém sido formuladas para

esclarecer esta dependéncia.
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Uma teoria é de que para manter a homeostasia, o efeito proliferativo
de um oncogene pode ser parcialmente inibido por um “feedback” negativo,
por exemplo, por fatores inibidores da proliferacdo. Sendo assim, a
inativagdo deste oncogene ira desencadear em um excesso do efeito
inibitorio, e em cadeia a morte celular (WEINSTEIN e JOE 2006).

Dois genes séao letais se a inatividade de um é compativel com a
sobrevivéncia, mas a inativagdo de ambos desencadeia a morte celular.
Algumas células tumorais sdo dependentes de um oncogene porque durante
a sua progressao inativaram algum outro gene que realizava a mesma
funcdo. Sendo assim, uma droga que inative este oncogene, ira matar as
células tumorais e selecionar as células nao tumorigénicas (WEINSTEIN e
JOE 2006).

Finalmente, uma terceira explicagdo seria por “oncogenic shock”.
Uma oncoproteina libera tanto sinais proapoptodticos, como sinais pro-
sobrevivéncia e as diferencas nas taxas de decaimento dos dois sinais, faz
com que a inativagdo do oncogene desencadeie a morte celular (SHARMA
et al. 2006; SHARMA e SETTLEMAN 2007).

Aqui observamos que todas as linhagens apresentaram um aumento
de GRP78 quando as células sdao expostas a tunicamicina, o que indica que
ha estresse de reticulo nas trés linhagens (SHARMA e SETTLEMAN 2007).
Aparentemente, o acumulo parece ser maior nas linhagens tumorigénicas do
que na linhagem nao-tumorigénica. Ao mesmo tempo, verificou-se um
acumulo de GADD 153, sendo maior nas linhagens tumorigénicas quando

comparadas com melan-a. Esses dados evidenciam a integridade da via de
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UPR em todas as células e sugerem que a diferenca na sensibilizagcao a
morte entre as linhagens tumorigénicas e a linhagem melanocitica pode
estar relacionada com estresse no reticulo.

Tunicamicina desencadeou parada no ciclo celular nas linhagens
tumorigénicas, o mesmo efeito ndo foi observado na linhagem melanocitica.
Tunicamicina ja é conhecida por desencadear parada em G0/G1 em células
tumorais (HSU et al. 2009). O ciclo celular € uma sequéncia de eventos
altamente regulada pelas ciclinas e cinases dependentes de ciclinas (CDK).
MADHAVAN et al. (2000) demonstrou um acumulo de ciclina E; uma
diminuicao protéica de ciclinas D1 e D3, assim como uma diminuicdo nas
cdk4 em células de fibroblasto murinas NIH 3T3. A diminuigdo do complexo
cdk4/ciclina D esta altamente relacionada com parada celular em G0/G1.

Como demonstrado neste trabalho, cisplatina desencadeia redugao
do numero de células viaveis. Os mecanismos mais conhecidos de ativacao
de morte de cisplatina ocorrem pelo fato desta molécula interagir com o
DNA, podendo formar monoadutos, ligar-se com uma das fitas (intrastrand
crosslink) ou fazer uma ligagado entre as duas fitas de DNA (interstrand
crosslink). Estas ligagdes desencadeiam em distor¢oes no DNA, sendo estes
citotoxicos. No entanto, a citotoxicidade de cisplatina é aumentada
principalmente pelos “intrastrand crosslink” que podem ser reconhecidos
pelo grupo de proteinas com alta mobilidade (HMG), sendo este complexo
relacionado com um bloqueio do reparo por excisdao do nucleotideo e

formador de uma curvatura no DNA que desencadeia na parada da
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transcricdo e replicagdo. Todos estes danos no DNA ativam a cascata de
sinalizacao apoptética (RABIK e DOLAN 2006).

MANDIC et al. (2003) introduziu uma segunda forma de ativacédo de
apoptose por cisplatina: através de UPR. Utilizando células enucleadas de
células de melanoma humano 224 e de céncer de colon humano HCT 116,
ele demonstrou que havia inducdo de apoptose independente de dano no
DNA; que ha ativacao de caspase 3 e 12 e um acumulo de GRP78 nessas
células. Demonstrando assim uma ativagdo da cascata apoptdtica
dependente de estresse no reticulo por cisplatina. No entanto, dados do
Nosso grupo de pesquisa nao publicados evidenciam que o tratamento de
células de melanoma humano tratadas com cisplatina ndo apresentam um
aumento de Grp78.

O tratamento aditivo de cisplatina e tunicamicina na linhagem
melanocitica sugeriu efeito aditivo das drogas para melan-a. Entretanto, para
as linhagens tumorigénicas, o efeito de tunicamicina presente por 48 horas
“mascarou” o efeito de cisplatina. O fato de estas linhagens serem sensiveis
quando cisplatina é presente isoladamente e o efeito citotdxico ndo ser
relevante quando ha a presenga de tunicamicina, sugere que ou
tunicamicina impede a morte provocada por cisplatina ou ha uma
interferéncia nas vias de morte modificadas pelas duas drogas.
Considerando que o mecanismo de morte mais bem estabelecido de
cisplatina é formando adutos no DNA e essa citotoxicidade € amplificada na

duplicacao da célula; talvez o fato de tunicamicina desencadear parada em
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GO0/G1, reduz a sensibilidade das células aos efeitos citotdxicos de
cisplatina.

Em um segundo delineamento experimental, expusemos as células a
tunicamicina previamente ao tratamento com cisplatina. Desta forma, as
células ja em condicdo de estresse de reticulo seriam expostas a um
segundo agente estressor na auséncia do primeiro agente. Este protocolo
nos permitiria avaliar a efetiva sensibilizagdo de agentes como tunicamicina.
Com este protocolo, observamos um efeito aditivo discreto na presenca das
duas drogas no tratamento; e, este efeito ja pdde ser observado em baixas
concentragdes de tunicamicina nas linhagens tumorigénicas; demonstrando
novamente esta maior sensibilidade das linhagens tumorigénicas a
tunicamicina.

O reticulo endoplasmatico € um dos compartimentos intracelulares
mais oxidativos, com um razdo GSH/GSSG de 1:1 a 3:1, muito abaixo da
razao citosolica de 30 a 100:1. Esse ambiente pré-oxidativo € importante no
na formagcao de pontes dissulfeto. Dados recentes vém evidenciado que
além de ROS e estresse oxidatico poderem ativar vias de UPR, eles podem
estar também downstream nas vias de UPR, estando relacionados tanto
com a resposta pro-adaptativa como na ativacdo da cascata apoptética do
estresse no reticulo. A super expressdo da catalase, antioxidante,
demonstrou diminuir o acimulo de GRP78 nas células.

Estando as linhagens tumorigénicas em um estado mais pro oxidativo,

€ possivel que o limiar de ativagcdo de morte por UPR seja menor para as
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linhagens tumorigénicas em relagdo a melan-a por este ambiente pro-
oxidativo constitutivo.

Para entender também a importancia do ambiente oxidativo para a
sobrevivéncia das células, procedeu-se a o tratamento com N-acetilcisteina.
O tratamento com o antioxidante N-acetilcisteina demonstrou interferir na
curva de proliferagcdo das trés linhagens ocasionando uma parada no
crescimento do numero de células, ou seja, o ambiente oxidativo é
importante para os sinais proliferativos nas células.

O estresse oxidativo além de estar intrinsecamente relacionado com
danos no DNA, esta correlacionado também com vias de transducdo de
sinal; que agem em vias de crescimento celular, na diferenciacédo e na
inflamacéo; podendo o estresse estar regulando estes fendtipos, ou até
mesmo ROS atuando como mensageiro secundario. Neste trabalho, a curva
proliferativa de células tratadas com o antioxidante NAC apresentou uma
parada no crescimento celular, 0 que sugere uma importancia do ambiente
oxidativo das células para a proliferacdo celular. Descreve-se na literatura,
que NAC pode atuar na inibicdo de quinase C-JUN-NH-terminal (JNKs), p38
MAPK, proteina ativadora sensivel a redox-1(REF-1) e nas atividades do
fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-Kb); ou seja, em vias relacionadas
com aumento da proliferagao celular; e que sao descritas serem reguladas
ou ativadas por ROS (VALKO et al. 2007). Sendo assim, o efeito encontrado
neste trabalho, pode estar relacionado com uma inibicao nestas vias..

A atuacdo de NAC nas vias da proteino-quinase ativada por mitdgeno

(MAPK) pode inibir as quatro familias de MAPK: reguladas extracelularmente
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(ERKS); quinase C-JUN-NHz-terminal (JNKs), p38 MAPK e a grande MAPK-
1(BMAPK-1). As ativagbes destas vias podem desencadear em um aumento
proliferativo, diferenciagao e crescimento (VALKO et al. 2007) (Figura 16).
ROS tém demonstrado serem também segundos mensageiros do
fator de ativacdo nuclear NF-kB. A expressao deste fator esta relacionado
com a proliferacédo celular; enquanto a inibicado, com o bloqueio proliferativo.
Diferentes estudos vém documentando a expressao ativada de NF-Kb em
células tumorais de coélon, mama e pancreas. A ativacdo deste fator é

bloqueada por NAC (VALKO et al. 2007).
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Fonte: Adaptado de VALKO et al. (2007)
Figura 16 - Estresse oxidativo ativa vias da MAPK.
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Experimentos de fase clinica com NAC tém demonstrado diferentes
resultados. O estudo European Study on Chemoprevention with Vitamin A
and N-acetylcystein (EUROSCAN) foi realizado para compreender como
vitamina A e N-acetilcisteina poderiam melhorar o progndstico de pacientes
tratados para cancer de cabeca e pescoco ou para cancer de pulmao. Ele
demonstrou que apdés dois anos de suplementacdo alimentar com NAC
600mg/dia ndo houve beneficio em relagdo a sobrevivéncia, a sobrevivéncia
livre de eventos, ou ao aparecimento de tumores secundarios (VAN
ZANDWIJK et al. 2000). Ja um estudo de um grupo italiano demonstrou o
tratamento de cancer combinando diversas drogas incluindo NAC 1800mg
por dia, apresentou efeitos positivos no estresse oxidativo e na elevacao de
marcadores inflamatoérios em pacientes com cancer avangado (MANTOVANI
et al. 2003). GOODSON et al. (2009) demonstrou que o uso oral de NAC
diminui o efeito de UV na deplec¢éo de glutationa reduzida, prevenindo assim

o estresse oxidativo pré-oncogénico.
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho, demonstrou-se que as células tumorigénicas (TM1 e
TM5) sdo mais sensiveis ao estresse do reticulo do que a linhagem nao
tumorigénica, melan-a. Este fato esta correlacionado com uma reducgéo de
N-glicanos, uma parada no ciclo celular, ativagao da via apoptética de UPR
(determinado pelo acumulo de GRP78 e GADD153). Estes dados sugerem-
nos que as ceélulas tumorigénicas dependem mais dos N-glicanos,
constituindo uma possivel resposta adaptativa (“addiction”). Adicionalmente,
sugere que a perturbacao da cascata de sinalizacdo por UPR desempenha

um papel na resposta citotdxica diferencial entre as células.
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