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“Basic research is like shooting an arrow into the air
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Morte Celular Induzida pelo Manganés em Linhagens Tumorais

Resumo

Erika Carvalho Silva

Cancer ¢ um grupo de doencas caracterizadas por modificagdes genéticas que levam ao
desbalancgo entre sobrevivéncia e morte celular, causando um actimulo de células anormais.
Por este motivo, grande parte das terapias atuais para o tratamento do cancer tem como
objetivo a inducdo de apoptose de células tumorais. Varios metais sdo citotoxicos e
induzem morte celular. O manganés € um desses metais, mas seus mecanismos de agdo
ainda ndo estdo definidos. Dessa maneira, esse trabalho tem como objetivo investigar a
inducdo de morte celular pelo manganés em células tumorais € seus mecanismos.
Inicialmente, verificou-se a capacidade do manganés de induzir apoptose em linhagens
tumorais hematopoiéticas por citometria de fluxo e western-blot. A superexpressao de Bcl-
xL foi capaz de bloquear a morte celular induzida pelo manganés, indicando uma
dependéncia da via apoptética mitocondrial. O manganés ndo foi capaz de interferir no
ciclo celular das linhagens utilizadas e nem apresentou efeito sinérgico com os
quimioterdpicos cisplatina e vincristina. Em seguida, analisou-se o nivel de sensibilidade ao
manganés de treze linhagens tumorais de diferentes tecidos, a fim de identificar linhagens
mais sensiveis ou resistentes ao manganés. As linhagens C33A e Dul45 demonstraram
especifica sensibilidade e resisténcia ao tratamento, respectivamente, e foram selecionadas
para andlise da expressdo génica de genes reguladores da apoptose por qPCR. Como
resultado, observou-se que na linhagem C33A o mRNA dos genes pro-apoptoticos BAX e
BAD ¢, respectivamente, 28 e 2,4 vezes mais expresso que na linhagem Dul45. Em
contrapartida, a linhagem Dul45 expressa 3,7 e 6 vezes mais 0s genes anti-apoptoticos Bcel-
xL e cIAPI, respectivamente, do que a linhagem C33A. Esses resultados indicam
potenciais moléculas que podem estar envolvidas na resposta ndo s6 a0 manganés como a
outros quimioterdpicos. Além disso, apds o tratamento com manganés, a expressdo de
TRAIL na linhagem C33A € reduzida 10 vezes e a de BAD 2,5 vezes. Na linhagem Dul45,
ocorre um aumento de 160 vezes na expressdo de Bcl-W e redugdo de 2,5 vezes de cIAP2.
Assim, o manganés é capaz de induzir morte celular apoptética em linhagens tumorais
especificas e nossos resultados indicam um papel em potencial dos genes diferencialmente
expressos nas duas linhagens e em resposta ao tratamento com manganés, de forma que
uma avaliagdo mais aprofundada do papel de cada um pode levar ao desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas para o cancer.

Palavras-chave: Morte celular, apoptose, manganés



Cell death induced by manganese in cancer cell lines

Abstract

Erika Carvalho Silva

Cancer is a group of diseases characterized by uncontrolled growth and spread of abnormal
cells, usually driven by an altered ratio of apoptosis to cell division. Thus, agents that can
induce apoptosis are extensively investigated. Many metals are known to be cytotoxic and
induce cell death. Manganese is one of these metals, however the underlying mechanisms
of manganese-induced apoptosis are not well defined. The aim of this work was to
investigate cell death induction by manganese in cancer cell lines and its mechanisms.
Initially, the ability of manganese to induce apoptosis in hematopoietic cancer cell line was
explored by flow citometry and western blot. Bcl-xL. overexpression was able to block
manganese-induced cell death, indicating a dependence of mitochondrial apoptotic
pathway. Manganese was not able to interfere in the cell cycle nor presented synergic effect
with vincristin or cisplatin. Then, thirteen cancer cell lines were treated with manganese to
identify cells more sensitive or resistant to manganese. The cell lines C33A and Dul45
have shown specific sensibility and resistance to the treatment, respectively, and were
selected to gene expression analysis of apoptosis-regulatory genes by qPCR. The cell line
C33A expresses the pro-apoptotic genes BAX e BAD, respectively, 28 and 2,4 fold
expression when compared to Dul45 cell line. In contrast, Dul45 expresses 3,7 and 6 fold
more Bcl-xL and cIAPI, respectively, when compared to C33A. These results indicate
potential molecules that may be involved in manganese and other chemotherapics response.
Besides, after manganese treatment, TRAIL expression in the C33A cell line was reduced
by 10 fold and BAD expression reduced by 2.5 fold. In the cell line Dul45, manganese
treatment increased by 160 fold Bcl-W expression and reduced by 2.5 fold cIAP2
expression. Thus, manganese is able to induce cell death in specific cell lines and our
results indicate a role of the differentialy expressed genes and in response to manganese
treatment. The study of their individual role can lead to the development of new therapetic
strategies to cancer.

Keywords: Cell death, apoptosis, manganese
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Lista de Figuras

— As duas principais vias apoptéticas. A via extrinseca € ativada

por ligantes provenientes do meio extracelulares que ativam as
caspases Iniciadoras -8 e —10 através da interagdo com o0s
receptores de morte. A via intrinseca € ativada por estimulos
intracelulares, como dano ao DNA, que levam um sinal a
mitocondria, levando a sua permeabilizacao e liberacdo de
proteinas pré-apoptdticas com posterior ativacdo da caspase-9.
Essas duas vias sdo capazes de ativar caspases efetoras, como a

caspase-3, que levam a apoptose (Hengartner, 2000).....................

Mecanismos de ativagdo de caspase. (a) Clivagem proteolitica
por uma caspase iniciadora. Esse mecanismo € bastante efetivo e
unidirecional. (b) Clivagem proteolitica por proximidade. Nesse
mecanismo, recrutamento ou agregacdo de multiplas moléculas
de procaspase-8 resulta em ativacdo cruzada. (c) Formagdo de
holoenzima. A oligomerizacdo dependente de ATP de Apaf-1 e
citocromo ¢ permite o recrutamento de procaspase-9 em um
complexo chamado de apoptossomo. Ativacdo da caspase-9 ¢é
mediada por mudanca conformacional e ndo protedlise

(Hengartner, 2000)..........uuuiiiiiiieiiiiiiiieeee et

Familia de proteinas Bcl-2. Os membros da familia Bcl-2 podem
ser divididos em trés grupos de acordo com sua estrutura e
funcdo. Os membros anti-apoptéticos normalmente contém
quatro dominios BH. Os membros pré-apoptéticos multi-
dominios ndo apresentam o dominio BH4. Finalmente, existem
os membros pré-apoptéticos BH3-only que apresentam apenas o

dominio BH3 (Taylor et al., 2008).......ccccouuiiiiiiiieiiiiiiiieieeeeeeee
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Figura 4

Figura 5

Figura 6

— Diferentes modelos para ativagdo de Bax e Bak. No modelo de

ativacdo direta as proteinas anti-apoptoticas ligam-se diretamente
e inibem a atividade pré-apoptética de Bax e Bak. Em resposta a
estimulos de morte celular, proteinas BH3-only especificas sio
ativadas e, por sua vez, sdo capazes de se ligar e inativar
proteinas anti-apoptéticas da familia Bel-2 especificas. Bax e Bak
sdo liberadas, podendo oligomerizar na membrana externa
mitocondrial facilitando ou mediando a liberagdo de citocromo ¢
e garantindo apoptose. J4 pelo modelo hierdrquico alguns
membros da subfamilia BH3-only, chamados de inativador
inicial, ligam-se e inativam membros anti-apoptéticos da familia
Bcl-2. A ligagdo de um inativador inicial BH3-only desloca um
ativador latente do sitio de ligacdo das proteina anti-apoptoticas.
A proteina BH3-only liberada se liga transientemente pra ativar
Bax e Bak, ou age em lipideos ou outras proteinas celulares
(como VDAC) para liberar Bax ou Bak de seu regulador
negativo. Esse processo leva a oligomerizacdo de Bax ou Bak na
membrana externa mitocondrial facilitando ou mediando a
liberacao de citocromo ¢ no citosol (Letai, 2008).........ccevvvveeeeeenn.
Modos de atuacdo das IAPs para inibir a apoptose. XIAP pode se
ligar diretamente as caspases ativadas e inibir sua atividade. O
RING-finger das proteinas XIAP e cIAP2 parecem promover a
ubiquinacdo das caspases efetoras ativadas. A atividade E3 de
XIAP direciona a caspase-3 para degradacdo, aumentando o
efeito inibitorio na apoptose de XIAP. Por fim, XIAP e cIAP1
sdo ubiquitinadas e degradadas por proteassomas em resposta a
estimulos apoptéticos nas células T, e sua degradagdo parece ser
importante para o comprometimento das células T com a morte
celular (Adaptado de Jesenberger e Jentsch, 2002)........................
Etapas do processo autofagico. Vias de sinalizagdo especificas

sdo capazes de estimular a autofagia que comeca com o
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Figura 7

Figura 8

Figura 9

aparecimento de uma membrana de isolamento. Essa membrana
cresce e envolve material citoplasmdtico originando um
autofagossomo. Em seguida, ocorre a sua fusdo com um
lisossomo e ha a degradacdo de seu conteiddo. Diversas proteinas
e duas vias de conjugacdo sao essenciaiS para €sse Processo

(Maiuri et al, 2007)........oooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicc e

Grafico representando a curva de actimulo de fluorescéncia
(preto) utilizando a funcdo logistica de 5 paradmetros e a
representacdo da funcido da sua primeira (vermelho) e segunda
(verde) derivada. O ponto de intersecdo da linha vertical verde,
que parte do ponto de maxima da funcdo de segunda derivada
com a curva de actimulo de fluorescéncia corresponde ao ponto
caracteristico da amostra (Cq ou CpD2), enquanto a interse¢cdo da
linha verde com a curva de eficiéncia (azul) corresponde a

eficiéncia de amplificacdo da amostra (Eff.) (Ritz et al,

Inducdo de apoptose na linhagem de células B SKW6.4 pelo
manganés. Apos tratamento por 48h com 100uM dos diferentes
cations diversas caracteristicas da apoptose foram analisadas:
diminuicdo do volume celular (primeira linha), exposicdo de
fosfatidilserina (segunda linha), e condensacdo de fragmentagdo
do DNA (terceira linha). Resultado representativo de trés

EXPEIIMEINLOS. .. eeiiiiiteeeeeeeeeeiiiit et ee e e e e e e et eeeeeeesatesaeetesbeeeesaeenee

Inducdo de apoptose na linhagem de célula T Jurkat pelo
manganés. Apds tratamento por 48h com 100uM dos diferentes
cations diversas caracteristicas da apoptose foram analisadas:
diminuicdo do volume celular (primeira linha), exposicdo de
fosfatidilserina (segunda linha), e condensacdo de fragmentagdo
do DNA (terceira linha). Resultado representativo de trés
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Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Indugcdo de apoptose na linhagem monocitica HL-60 pelo
manganés. Apos tratamento por 48h com 100uM dos diferentes
cations diversas caracteristicas da apoptose foram analisadas:
diminuicdo do volume celular (primeira linha), exposicdo de
fosfatidilserina (segunda linha), e condensacdo de fragmentagdo
do DNA (terceira linha). Resultado representativo de trés

EXPEITMEINLOS. ¢ ceiiiiiitteeeeeeeeeiiiie et eeeee e e et eeeeeeesatesaeetesbeesesaeenee

O manganés € capaz de induzir apoptose na linhagem Jurkat de
maneira dose- (A) e tempo- (B) dependente. (A) A linhagem
celular Jurkat foi tratada por diferentes tempos e concentracdes
de cloreto de manganés, cloreto de cdlcio ou cloreto de magnésio.
Os valores representam a porcentagem média + SD das células

com contetido de DNA subdipldide. (N =3).......ccceevivviiiiiiiiiennnnnn.

Despolarizacdo mitocondrial induzida pelo manganés. Apds o
tratamento das linhagens HL-60 e Jurkat com 100uM de cloreto
de manganés por 24h, o potencial da membrana externa
mitocondrial foi avaliado por citometria de fluxo, através de
marcacdo com DiOCs. Resultado representativo de dois

EXPEIIMEINLOS. .. eiiiiieteeeeeeeeeiiitt et eeeee e e et eeeeeeesatesaeetesbeetesaeenee

Medida da atividade das caspases 3/7. As linhagens Jurkat e HL-
60 foram tratadas com 100uM de cloreto de manganés e cloreto
de magnésio por 48h. Em seguida, tiveram a atividade das
caspases 3/7 analisas em um fluorimetro. Resultado

representativo de dois eXperimentos. . .......ceeeeeeerueeeereeeeeeeeernnineeeneee

Clivagem das procaspases —3 e —9 apds o tratamento com
manganés. Apds o tratamento com 100uM de cloreto de
manganés e cloreto de magnésio por 48h, foi feito o western blot
para as linhagens Jurkat e HL-60. Resultado representativo de
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Figura 20

Efeito de inibidores de caspases na morte celular induzida pelo
manganés. As linhagens HL-60 e Jurkat foram tratadas com
100uM cloreto de manganés por 48h na presenca ou ndo de
20uM dos inibidores de caspase indicados e a porcentagem das
células com conteido de DNA subdipléide avaliada por

citometria de fluXo (N=1)....ccoeeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeecceeeeeee e

O tratamento com manganés induz a clivagem do substrato de
caspase-3 fodrina. Clivagem de fodrina, verificada por western
blot, ap6s tratamento das linhagens HL-60 e Jurkat com 100uM
de cloreto de manganés por 24h. Resultado representativo de dois

EXPEITMEINLOS. .. ceiieiiiiteeeeeeeeeeiiiti et e e e e e e e eiiteste et esbe et e saeetesaeetesaeenee

Fragmentacdo internucleossomal do DNA apds o tratamento com
manganés. A fragmentacdo internucleossomal foi avaliada em gel
de agarose apOs 72h de tratamento com 100uM de cloreto de
manganés ou cloreto de magnésio. Resultado representativo de

tTES EXPEIIMENLOS. ..ueevvrieeeeeeeeeeiiiiiteeeeeeeeessiaitereenbeete e etesbeetesaeenee

A morte induzida por manganés altera a morfologia da linhagem
Jurkat. Morfologia nuclear de Jurkat tratadas com 100uM de
MnCl,, MgCly e CaCly por 48h.....cceeiiieiiiiiieieeeiieeeee e

A superexpressdo de Bcl-xL confere resisténcia ao tratamento
com cloreto de manganés. As linhagens HL-60 e HL-60.Bcl-xLL
foram tratadas com concentracdes de 50 a 400uM de cloreto de
manganés por 24h e a porcentagem de morte celular foi avaliada
por citometria de fluxo. Os valores representam a porcentagem

média + SD das células com conteido de DNA subdipléide. (N =

Comparagdo da sensibilidade ao manganés de diferentes
hematopoiéticas. As linhagens HL-60, Jurkat e SKW6.4 foram

tratadas com concentracdes de 25 a 400uM de cloreto de
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Figura 21

Figura 22

Figura 23

Figura 24

manganés por 48h e a condensacdo e fragmentacdo de DNA foi
avaliada por citometria de fluxo. Os valores representam a
porcentagem média + SD das células com contetido de DNA

SUbdiploide (N = 3)...coiiiiiiiiiiiieeee e

Avaliagdo do ciclo celular apds tratamento com cloreto de
manganés. As linhagens HL-60 e Jurkat foram tratadas com
100uM cloreto de manganés por 48h e a porcentagem de células

em cada fase do ciclo celular avaliada por citometria de

Tratamento da linhagem HL-60 com manganés e
quimioterdpicos. (A) Tratamento associado a cisplatina. (B)
Tratamento associado a vincristina. A linhagem HL-60 foi tratada
por 48h com 50uM de cloreto de manganés associado a
diferentes concentragdes dos quimioterdpicos cisplatina e

vincristina. Os valores representam a porcentagem média + SD

das células com conteido de DNA subdipléide. (N = 3)................

Tratamento da linhagem Jurkat com manganés e quimioterdpicos.
(A) Tratamento associado a cisplatina. (B) Tratamento associado
a vincristina. A linhagem Jurkat foi tratada por 48h com S0uM de
cloreto de manganés associado a diferentes concentracdes dos
quimioterdpicos cisplatina e vincristina. Os valores representam a
porcentagem média + SD das células com contetido de DNA sub-

diplide. (N Z3)...ccoiiiiiiiiiiiiiiicc e

Avaliacdo da morte celular autofdgica apds tratamento com
100uM de cloreto de manganés por 48h. As linhagens foram
tratadas com as concentracdes indicadas de 3-MA
concomitantemente com 100uM de manganés por 48h e a
porcentagem de células com conteido de DNA subdipldide foi

avaliada por citometria de fluxo. Resultado respresentativo de
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Figura 25

Figura 26

Figura 27

Figura 28
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O manganés € capaz de induzir apoptose em diferentes linhagens
tumorais. (A) Apoptose induzida pelo manganés em linhagens de
tumores  sOlidos.  Experimento  representativo de  trés
experimentos independentes. (B) Apoptose induzida pelo
manganés em linhagens de tumores hematopoiéticos. Apds
tratamento com 100uM de manganés por 48h, a fragmentacgdo foi
avaliada por citometria de fluxo. Os valores representam a
porcentagem média + SD das células com contetido de DNA

subdiploide. (N = 3)..cciiiiiiiiiiiiiieeeee e

A apoptose induzida pelo manganés ndo se correlaciona com a
apoptose induzida pela cisplatina. (A) Apoptose induzida pela
cisplatina em linhagens de tumores solidos. (B) Apoptose
induzida pela cisplatina em linhagens de tumores
hematopoiéticos. Apos tratamento com 10uM de cisplatina por
48h, o conteido de DNA foi analisado por citometria de fluxo.
Os valores representam a porcentagem média + SD das células

com contetido de DNA subdipldide. (N =3).......ccceeeivviiiiiiiiiiennnnnn.

A apoptose induzida pelo manganés ndo se correlaciona com a
apoptose induzida pela vincristina. (A) Apoptose induzida pela
vincristina em linhagens de tumores sélidos. (B) Apoptose
induzida pela vincristina em linhagens de tumores
hematopoiéticos. Apds tratamento com 10nM de vincristina por
48h, o conteido de DNA foi analisado por citometria de fluxo.
Os valores representam a porcentagem média + SD das células

com contetido de DNA subdipldide. (N =3).......ccceevivvviiiiiiiiiennnnnn.

Expressdo de genes reguladores da apoptose pertencentes a
familia Bcl-2. (A) Bcl-xL; (B) Bcl-W; (C) Bak; (D) Bax; (E)
Bad; (F) Noxa. Apés o tratamento das linhagens C33A e Dul45
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Figura 29

com 100uM de manganés por 16h, foi extraido seu RNA e
avaliada a expressdo dos genes de interesse. Os graficos
representam os niveis de expressdo relativos aos genes
normalizadores. * indicam as comparacdes em que p < 0,1. Os
valores representam a média dos niveis de expressdao

normalizados + SE. (IN=4).....ccooorriiiiiiiiiiiccieeee e,

Expressdo de genes reguladores da apoptose ndo-pertencentes a
familia Bcl-2. (A) cIAP1; (B) cIAP2; (C) DR4; (D) DRS5; (E)
TRAIL. Apés o tratamento das linhagens C33A e Dul45 com
100uM de manganés por 16h, foi extraido seu RNA e avaliada a
expressdo dos genes de interesse. Os graficos representam os
niveis de expressdo relativos aos genes normalizadores. *
indicam as comparacdes em que p < 0,1. Os valores representam

a média dos niveis de expressao normalizados + SE. (N =4).........
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Lista de abreviaturas

uL Microlitro

nm Nanometro

°C Graus Celsius

3-MA 3-metiladenina

ATP Trifosfato de adenosina
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INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

1.1. Morte celular programada

Uma relacdo apropriada entre sobrevivéncia e morte das células que compdem
nosso organismo € crucial durante o desenvolvimento embriondrio e fundamental para a
manutencdo da homeostase em individuos adultos. Dessa maneira, uma alteracdo desse
balanco em qualquer direcdo pode causar doencas graves. Neste sentido, o bloqueio do
processo natural de morte celular pode contribuir para o aparecimento de tumores ou
doencgas auto-imunes.

Nas ultimas décadas, o termo morte celular programada foi considerado um
sindbnimo de apoptose, um processo de morte caracterizado por mudangas morfolégicas
como diminuicdo do volume celular, condensac¢do da cromatina, e desintegracdo da célula
em fragmentos chamados corpos apoptéticos que podem ser removidos por fagocitose.
Além da apoptose, outra forma de morte celular havia sido descrita, a necrose, referida
como uma forma de morte cadtica caracterizada por edema celular e rompimento da
membrana celular levando a liberagdo dos componentes intracelulares e resposta
inflamatéria tecidual (Broker et al., 2005).

Recentemente, a cldssica dicotomia apoptose e necrose € evidenciada como uma
simplificacdo de processos altamente sofisticados que preservam o organismo da geragdo e
propagacdo de células indesejdveis e/ou potencialmente perigosas. Assim, a nomenclatura
mais recente descreve quatro tipos de morte celular programada: apoptose; morte celular
autofagica; necrose, ndo sendo mais descrita como um fendmeno passivo; e cornificagdo,

que ocorre estritamente em células epiteliais da epiderme (Galluzzi et al., 2009).
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1.1.1. Apoptose

A apoptose € o tipo de morte celular programada mais bem estudado por ter sido o
primeiro a ser descrito. O termo apoptose foi proposto por Currie e colaboradores em 1972
para descrever um tipo comum de morte celular programada que os autores observaram em
diversos tecidos e tipos celulares. Os autores observaram que essas células em processo de
morte compartilhavam diversas caracteristicas morfoldgicas, como diminui¢do do volume
celular, condensacdo nuclear e fragmentacao celular em corpos apoptéticos.

A apoptose pode ser iniciada por diferentes estimulos como, por exemplo, privacdo
de fatores de crescimento, sinalizagdo proveniente de outras células ou alguma forma de
dano/estresse celular. Existem duas vias apoptdticas principais, denominadas Via Intrinseca
e Via Extrinseca (Amarante-Mendes & Green, 1999). No primeiro caso, estimulos
provenientes do interior das células, como por exemplo, lesdes no RNA ou DNA,
desestruturacdo do citoesqueleto, alteracdes no reticulo endoplasmético ou modificacdes
citoplasmaticas sdo capazes de induzir apoptose através da indug¢do da liberacdo de
citocromo ¢ da mitocOndria para o citosol. O citocromo c liberado € capaz de formar um
complexo heptamérico com as proteinas Apaf-1 e caspase-9 e dATP, conhecido como
apoptossomo. Somente no contexto deste complexo, moléculas de caspase-9 sdo capazes de
ativar proteoliticamente as caspases efetoras —3, —6 e -7, resultando na clivagem de
substratos especificos e nas mudancas morfolégicas e bioquimicas que caracterizam a
apoptose. Por outro lado, a presenca de proteinas da familia do fator de necrose tumoral
(FasL, TNF-a e TRAIL) no espago extracelular pode desencadear, através da estimulacao
de seus receptores especificos denominados receptores de morte (Fas, TNFRI e DR4/DRS,

respectivamente), uma cascata bioquimica que se inicia pela ativagao das caspases-8 e -10.
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Estas caspases iniciadoras podem ativar diretamente as caspases efetoras, ou integrar as
duas vias de sinalizacdo apoptética, clivando a proteina pré-apoptética Bid, a qual ird se

deslocar do citosol para a mitocondria, ativando a Via Intrinseca como descrito acima. Bid

€ um dos membros da familia Bcl-2, que serd mais bem descrita a seguir (Figura 1).

Dano no DNA

[
Bid B(’—HL o
|\_)|“\ \
e —

Bam.

P

\..-"
Caspase-8
ﬁ Truncated bid Q
Procaspase-3 3
Cytochrome ¢ /\ >
Q 5
Aﬁ 5
v Apoptosome H:j:
Caspase-3 if:l;’

Smac/DIABLO
- Apaf-
Procaspase-9 J

Substratos Apoptéticos

|1APs

Figura 1. As duas principais vias apoptodticas. A via extrinseca ¢ ativada por ligantes
provenientes do meio extracelulares que ativam as caspases iniciadoras —8 e —10 através da
interacdo com os receptores de morte. A via intrinseca € ativada por estimulos
intracelulares, como dano ao DNA, que levam um sinal a mitocondria, levando a sua
permeabilizacao e liberacdo de proteinas pré-apoptdticas com posterior ativagdo da

caspase-9. Essas duas vias s@o capazes de ativar caspases efetoras, como a caspase-3, que

levam a apoptose (Hengartner, 2000).
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A maioria das mudangas morfoldgicas observadas por Currie em 1972 foram
associadas a ativagdo de cisteina proteases especificamente ativadas em células apoptdticas.
Essas proteases sao homdlogas entre si e sdo parte de uma familia de proteinas conhecidas
como caspases. Caspases sdo altamente especificas e clivam seus substratos apds um
tetrapeptideo especifico (P4-P3-P2-P1), onde P1 é um residuo de 4cido aspartico. Os outros
aminodcidos sdo especificos para cada caspase da familia. As caspases sdo sintetizadas
como enzimas precursoras inativas, ou proenzimas, € tém uma estrutura de dominios
similar compreendendo um pro-peptideo seguido por subunidades grandes e pequenas. O
pro-peptideo pode ter comprimento varidvel e, no caso de caspases iniciadoras, pode ser
usado para recrutar enzimas ou formar uma estrutura de ativacio como o apoptossomo.
Dois pro-peptideos distintos foram identificados, o CARD (caspase recruitment domain) e
o DED (death effector domain), que normalmente facilitam a interagdo com proteinas que
contém os mesmos motivos (Taylor et al., 2008).

Essas proteases estdo normalmente inativas dentro da célula saudavel, mas em
resposta a estimulo apoptético sd@o convertidas em enzimas ativas. A ativagdo das caspases
¢ normalmente iniciada por processamento proteolitico entre as subunidades grandes e
pequenas para formar um heterodimero. Esse evento de processamento rearranja o sitio
ativo das caspases na sua conformacdo ativa. Elas funcionam tipicamente como
heterotetrameros, que sdo formados pela dimerizacdo de dois heterodimeros. As caspases
podem ser subdivididas entre iniciadoras, que sdo capazes de se auto-ativar e iniciar
processamento proteolitico de outras caspases; e efetoras, que sdo ativadas por outras
caspases (Figura 2). As caspases efetoras clivam a grande maioria de substratos durante a
apoptose. Ja as caspases iniciadoras podem ser ativadas por clivagem proteolitica induzida

por proximidade através de oligomerizagdo dos receptores de morte causada pelo ligante no
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caso da via extrinseca, ou através da formacdo do apoptossomo na via intrinseca, em que o
citocromo ¢ mitocondrial se associa a Apaf-1, dATP e 7 dimeros de caspase-9 (Taylor et

al., 2008).

-
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Figura 2. Mecanismos de ativacido de caspase. (a) Clivagem proteolitica por uma caspase
iniciadora. Esse mecanismo € bastante efetivo e unidirecional. (b) Clivagem proteolitica
por proximidade. Nesse mecanismo, recrutamento ou agregacdo de multiplas moléculas de
procaspase-8 resulta em ativacdo cruzada. (¢) Formacdo de holoenzima. A oligomerizag¢ao
dependente de ATP de Apaf-1 e citocromo ¢ permite o recrutamento de procaspase-9 em
um complexo chamado de apoptossomo. Ativacdo da caspase-9 é mediada por mudanca

conformacional e ndo protedlise (Hengartner, 2000).
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1.1.1.1. Via Extrinseca

Uma subfamilia da superfamilia de receptores de fator de necrose tumoral (TNF-R)
pode recrutar e ativar caspases em resposta a sinais extracelulares especificos. Como a
conseqiiéncia do recrutamento de caspases geralmente € a morte celular, esses receptores
sdo conhecidos como receptores de morte. No entanto, eles também podem
alternativamente transmitir sinais de sobrevivéncia ou diferenciagcdo. Membros da familia
de receptores TNF compartilham dominios extracelulares ricos em cisteinas. Além disso, 0s
receptores de morte sdo definidos por um dominio citoplasmaticos de aproximadamente 80
aminodcidos chamado dominio de morte (DD), que tem papel crucial na transmissdo do
sinal de morte da superficie da célula para vias de sinalizacio intracelulares (Contassot et
al., 2007).

Até o momento, oito receptores de morte foram identificados: Fas (CD95, Apo-1),
TRAIL-R1 (DR4) e 2 (DRS, Apo-2), TNF-R1, TRAMP (WSL-1, Apo-3), EDAR, p75NTR,
e DR6. Apesar de seus nomes, nem todos esses receptores induzem morte celular
apoptética. De fato, cada receptor pode disparar vias de sinalizagdo especificas. A via de
sinalizacdo de morte prototipicas desses receptores € a via disparada por Fas. Apds
exposicdo ao seu ligante, o receptor multimeriza, recrutando a proteina adaptadora FADD
através de interacdo homotipica de seus DDs (Schulze-Osthoff et al., 1998). FADD, por
sua vez, liga a caspase-8 por interacdo homotipica entre seus dominios efetores de morte
(DED). O complexo resultante é chamado de complexo de sinalizagdo indutor de morte
(DISC). O recrutamento de caspase-8 através de FADD no DISC leva ao
autoprocessamento da caspase-8, evento responsavel pela sua ativacdo (Salvesen e Dixit,

1999). Uma vez ativa, a caspase-8 ativa cliva as caspases efetoras -3 e -7 ativando-as e
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fazendo com que as células entrem em apoptose como conseqii€éncia da clivagem de vdérias
proteinas vitais por estas caspases efetoras (Fischer er al., 2003).

TRAIL € um dos ligantes que mais tem atraido atencdo nos dltimos anos por induzir
mais morte celular em células tumorais do que em células normais (Ryu et al., 2000). Isso é
causado pelo fato de células tumorais, em geral, apresentarem uma maior expressdo dos
receptores TRAIL-R1 (DR4) e —-R2 (DRS), que sdo capazes de transduzir um sinal de
morte celular, e uma menor expressdo TRAIL-R3 e —R4, conhecidos como decoy e ndo sdao
capazes de transduzir sinal de morte através da membrana. Os receptores mais bem
estudados sdo DR4 e DRS, que podem transduzir sinais pro-apoptoticos, mas também
sinais ndo-apoptoticos. Ainda ndo foi descrito como a célula escolhe entre os dois tipos de

sinalizacdo (Falschlehner et al., 2007).

1.1.1.2. Via Intrinseca e a familia Bcl-2

A liberacdo de citocromo ¢ da mitocOndria para o citosol é fundamental para a
formacdo do apoptossomo e subseqiiente ativacdo de caspases na via de apoptose
intrinseca. O mecanismo pelo qual ocorre a liberacdo do citocromo ¢ ainda € controverso,
mas existem indmeras evidéncias de que os membros da familia de proteinas Bcl-2 sdo
mediadores chave para essa liberagdo no contexto do estimulo apoptético. A familia de
proteinas Bcl-2 € composta por inimeros membros que, de acordo com sua estrutura e
funcdo, podem ser divididos em trés subfamilias. Uma delas € a subfamilia dos membros
anti-apoptoticos, que apresentam quatro dominios de homologia a Bcl-2 (Bcl-2 homology —
BH1-4) e tem como membros as proteinas Bcl-2, Bel-xL, Bcl-W, Mcl-1, Bcl2A1 e Bcl-B.

As duas outras subfamilias sdo compostas por membros pro-apoptéticos, que podem ter trés
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dominios BH (BH1-3), como Bax, Bak e Bok, ou apenas o dominio BH-3, chamadas de
BH3-only, como Bim, Bad, Bik, Bid, Noxa, Puma, Bmf e Hrk (Figura 3) (Taylor et al.,
2008).

As proteinas responsdveis pela permeabilizagdo da membrana externa mitocondrial
sdo Bax e Bak, e sua atividade seria controlada pelos membros anti-apoptdticos e BH3-only
de maneiras distintas. Em células saudaveis, Bax existe como um mondmero citosdlico
(Hsu e Youle, 1998), enquanto Bak reside na membrana externa mitocondrial onde parece
estar ligado a Mcll (Cuconati et al., 2003) e Bcl-xL(Willis ef al., 2005). Na auséncia de
estimulo apoptético, acredita-se que os membros anti-apoptéticos da familia impecam a
permeabilizagdo mitocondrial pelos membros pré-apoptéticos Bax e Bak através de uma
interacdo direta entre essas proteinas. Apds a indugcdo de apoptose, membros pro-
apoptoticos BH3-only seriam capazes de se ligarem a uma cavidade hidrofébica formada
pelos dominio BH1-3 nos membros anti-apoptéticos, liberando as proteinas Bax e Bak da
inibicdo. Bax sofreria uma mudanca conformacional, integrando a membrana externa
mitocondrial através de seu C-terminal (Cartron et al., 2002) onde oligomerizaria assim
como Bak. Acredita-se que a oligomerizacdo de Bax e Bak cause a permeabilizacdo da
membrana externa mitocondrial ou ativacdo das proteinas responsdveis pela
permeabilizacdo mitocondrial permitindo o efluxo de proteinas apoptéticas para o citosol
(Hunter et al, 2007). Com base nesse modelo, as proteinas BH3-only parecem ser
iniciadoras da apoptose em resposta a dano intracelular mas ndo podem induzir morte
celular na auséncia de Bax e Bak. Além desse modelo, atualmente ja se sabe que alguns
membros BH3-only, como Bim e Bid, poderiam interagir e ativar Bax e/ou Bak diretamente

(Taylor et al., 2008).
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Figura 3. Familia de proteinas Bcl-2. Os membros da familia Bcl-2 podem ser divididos
em trés grupos de acordo com sua estrutura e fungcdo. Os membros anti-apoptéticos
normalmente contém quatro dominios BH. Os membros pré-apoptéticos multi-dominios
ndo apresentam o dominio BH4. Finalmente, existem os membros pré-apoptéticos BH3-

only que apresentam apenas o dominio BH3 (Taylor et al., 2008).
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As proteinas responsdveis pela permeabilizagdo da membrana externa mitocondrial
sdo Bax e Bak, e sua atividade seria controlada pelos membros anti-apoptdticos e BH3-only
de maneiras distintas. Em células saudaveis, Bax existe como um mondmero citosdlico
(Hsu e Youle, 1998), enquanto Bak reside na membrana externa mitocondrial onde parece
estar ligado a Mcll (Cuconati et al., 2003) e Bcl-xL(Willis et al., 2005). Na auséncia de
estimulo apoptético, acredita-se que os membros anti-apoptéticos da familia impecam a
permeabilizagdo mitocondrial pelos membros pré-apoptéticos Bax e Bak através de uma
interacdo direta entre essas proteinas. Apds a indug¢do de apoptose, membros pro-
apoptoticos BH3-only seriam capaz de se ligar a uma cavidade hidrofébica formada pelos
dominio BH1-3 nos membros anti-apoptéticos, liberando as proteinas Bax e Bak da
inibicdo. Bax sofreria uma mudanca conformacional, integrando a membrana externa
mitocondrial através de seu C-terminal (Cartron et al., 2002) onde oligomerizaria assim
como Bak. Com base nesse modelo, as proteinas BH3-only parecem ser iniciadoras da
apoptose em resposta a dano intracelular mas ndo podem matar na auséncia de Bax e Bak.
Além desse modelo, atualmente ja se sabe que alguns membros BH3-only, como Bim e
Bid, poderiam interagir e ativar Bax e/ou Bak diretamente (Figura 4) (Taylor et al., 2008).

A proteina anti-apoptética Bcel-2 encontra-se inserida nas membranas do reticulo
endoplasmadtico, envelope nuclear e membrana externa mitocondrial através de seu dominio
transmembrana hidrofébico localizado no seu C-terminal, com a maioria de seus
aminodcidos no citosol (Nguyen et al., 1993; Lithgow et al., 1994). Apesar de ser capaz de
bloquear a apoptose em qualquer uma dessas localiza¢des subcelulares, as funcdes de Bel-2
no reticulo endoplasmatico e envelope nuclear sdo pouco conhecidas (Heath-Engel et al.,

2006; Pinton et al., 2006).
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Figura 4. Diferentes modelos para ativacao de Bax e Bak. No modelo de ativagdo direta
as proteinas anti-apoptéticas ligam-se diretamente e inibem a atividade pré-apoptética de
Bax e Bak. Em resposta a estimulos de morte celular, proteinas BH3-only especificas sdao

ativadas e, por sua vez, sdo capazes de se ligar e inativar proteinas anti-apoptéticas da
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familia Bcl-2 especificas. Bax e Bak sdo liberadas, podendo oligomerizar na membrana
externa mitocondrial facilitando ou mediando a liberacdo de citocromo c e garantindo
apoptose. Ja pelo modelo hierarquico alguns membros da subfamilia BH3-only, chamados
de inativador inicial, ligam-se e inativam membros anti-apoptéticos da familia Bcl-2. A
ligacdo de um inativador inicial BH3-only desloca um ativador latente do sitio de ligacdo
das proteina anti-apoptdticas. A proteina BH3-only liberada se liga transientemente pra
ativar Bax e Bak, ou age em lipideos ou outras proteinas celulares (como VDAC) para
liberar Bax ou Bak de seu regulador negativo. Esse processo leva a oligomerizacdo de Bax
ou Bak na membrana externa mitocondrial facilitando ou mediando a liberacdo de

citocromo ¢ no citosol (Letai, 2008).

Enquanto Bcl-2 estd constitutivamente ligada a membranas intracelulares, Bel-xL
(Hsu et al., 1997, Hausmann et al., 2000), Bcl-W (Wilson-Annan et al., 2003) e Mcll
(Nijhawan et al., 2003) existem parcialmente no citosol e translocam para a mitocondria
durante a apoptose. A ligacdo com proteinas BH3-only parece ser o disparo de tal
translocacdo, talvez deslocando o C-terminal de Bcl-xL. (Jeong et al., 2004) e Bcl-W
(Wilson-Annan et al., 2003) pela ocupacdo de seus “bolsos” hidrofobicos. A translocacao
intracelular provavelmente correlaciona com mudancas conformacionais e profunda
inser¢do de Bcl-xL e Becl-w na membrana externa mitocondrial. Ainda ndo esta claro se a
translocacdo para a mitocondria dos membros anti-apoptéticos da familia Bcl-2 representa
um mecanismo inibitério de apoptose (Wilson-Annan et al., 2003; Kim et al., 2004).

A regulagdo da morte celular é extremamente importante para que as células sé
iniciem tal processo quando realmente necessdrio. A regulacdo dos niveis de expressao das
protefnas anti-apoptdticas da familia Bcl-2 é uma maneira pela qual as células podem
regular a apoptose. Bcl-xL pode ser transcricionalmente induzida por fatores de

crescimento através da via JAK-STAT (janus kinase-signal transducer and activator of
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transcription) para promover a sobrevivéncia celular. Mcll € rapidamente degradada pelo
sistema ubiquitina-proteassoma em resposta a privacao de citocinas ou outros estimulos de
morte como radiacdo ultravioleta, podendo também ser positivamente regulada no nivel
pOs-transcricional para prevenir a apoptose por inibicdo da sua taxa de degradacio (Zhong
et al., 2005; Cuconati et al., 2003). A regulac@o dos niveis de expressdo das proteinas pro-
apoptéticas Bax e Bak é menos aparente e, em muitos casos, essas proteinas parecem ser
constitutivamente expressas em niveis constantes. No entanto, ji foi demonstrado que a
expressdo génica de Bax pode ser induzida por p53 (Burlacu, 2003). Bax e Bak também
podem ser reguladas pds-transcricionalmente por outros membros da familia Bcl-2.

As proteinas BH3-only sdo pré-apoptéticas e funcionam como sensores iniciais dos
sinais apoptdticos. A sua expressdo pode ser induzida por fatores de transcri¢cdo. Noxa,
Puma e, em menor extensdo, Bid sdo induzidas pela proteina supressora de tumor p53 em
resposta a dano no DNA (Wiens et al., 2000; Oda et al., 2000; Nakano e Vousden, 2001;
Yu et al., 2001). Bim € induzida por FOXO3A (class O forkhead box transcription factor-
3A) em resposta a privagdo de fatores de crescimento (Dijkers ef al., 2000) e pelos fatores
de transcricio CEBPa (CCAAT-enhancer binding protein-&) ou CHOP (CEPB
homologous protein) em resposta a estresse de reticulo endoplasmatico (Puthalakath ef al.,
2007).

As proteinas BH3-only também podem ser ativadas pds-traducionalmente através de
diversos mecanismos. Bid € ativada por protedlise mediada por caspase-8, originando tBid
(Liet al., 1998; Luo et al., 1998). Além disso, a regidao N-terminal de tBid também pode ser
miristoilada aumentando a sua eficiéncia de translocagc@o para a mitocondria apds clivagem

por caspase-8 que causa a exposicdo de um residuo de glicina (Zha et al., 2000). Bik é
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ativada por um mecanismo desconhecido em resposta a inibi¢do de sintese protéica
(Shimazu et al., 2007). J4 a proteina Bad é ativada por defosforilacdo em resposta a
privacdo de fatores de crescimento e pode ser inativado por sinais provenientes de
receptores de fatores de crescimento, que levam a sua fosforilacio em diversos sitios e
seqiiestro por proteinas 14-3-3. BIM estd acoplada aos microtibulos e BMF, aos
microfilamentos de actina, possivelmente através de interacdes com as proteinas cadeia
leve de dineina-1 e —2. Uma desorganizacdo do citoesqueleto pode liberar essas proteinas
para promover apoptose (Puthalakath et al., 1999; Puthalakath er al., 2001). Além disso,
fatores de crescimento estimulam a fosforilacdo de BIM dependente de ERK, resultando na
sua degradacdo mediada por proteassoma. A retirada de fatores de crescimento resultam em
um declinio da sinalizacdo de ERK, aumentando os niveis de BIM (Akiyama et al., 2003;
Ley et al., 2005).

Todos esses dados em conjunto mostram a importancia dos membros da familia
Bcl-2 na morte celular por apoptose em resposta aos mais variados estimulos. Seus
membros devem ter expressao e atividade finamente regulados para que a inducdo de morte
s6 ocorra quando realmente necessario e, por isso, estdo sujeitos aos mais variados tipos de

regulacdo.

1.1.1.3. Permeabilizagdo da membrana externa mitocondrial

A permeabilizacio da membrana externa mitocondrial (MEM) é uma etapa
extremamente importante da via de sinalizacdo apoptdtica, j4 que diversas proteinas que
estdo normalmente confinadas a mitocOndria sdo liberadas e podem ter um papel

importante na execugdo da morte celular. Dentre estas esté o citocromo ¢, fundamental para
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a formagdo do apoptossomo e inducdo de apoptose pela via intrinseca e, em algumas
células, também pela via extrinseca. Outra proteina mitocondrial liberada € a
Smac/DIABLO, importante opositora das IAPs. E na mitocondria também que residem as
proteinas AIF, HtrA2/OMI e endonuclease G, proteinas estas que também estdo envolvidas
em processos de morte celular programada diferentes da apoptose.

A maioria das evidéncias sugere que essa translocacdo mitocOndria-citoplasma
envolve um processo de difusdo simples através da abertura da MEM, ja que inimeras
proteinas s@o liberadas simultaneamente durante a apoptose. A MEM normalmente ndo €
permedvel a proteinas e sua permeabilizacdo € considerada o ponto sem retorno na via que
leva a morte celular (Kroemer et al., 2007; Chipuk et al., 2006). Diversos mecanismos
diretos e indiretos para a criagdo dessas aberturas foram propostos, € mecanismos diferentes
devem atuar em diferentes circunstancias.

A descoberta inicial de que a estrutura de Bcl-xL se parece com o dominio de
translocacdo da toxina da difteria levou a proposta que Bcl-xLL poderia formar poros na
membrana (Muchmore et al., 1996). A incubacdo de Bax com mitocOndria isolada induz a
liberacdo de citocromo c¢ (Jurgensmeier et al., 1998), e incubacdo de Bax com lipossomos
permite a liberagio de grande moléculas de dextran (mais de 10° Da) (Kuwana ez al., 2002).
Bcl-xL inibe a liberacdo de citocromo c¢ induzida por Bax em mitocondrias isoladas
(Jurgensmeier et al., 1998) e a liberagdo de dextran dos lipossomos (Kuwana et al., 2005).
Além disso, a poteina BH3-only Bid pode sinergizar com Bax para causar a liberacdo de
citocromo c em ensaios cell-free, tanto ativando Bax como prevenindo que membros anti-
apoptdticos da familia Bcl-2 inibam Bax e Bak. Assim, um modelo para a ativacdo de Bax
e Bak € que eles formam grandes poros na MEM que permite a liberagdo de proteinas no

citosol, induzindo a ativacdo de caspases. No entanto, a natureza bioquimica desse possivel
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poro bem como o nimero de moléculas de Bax que o compreendem ainda ndo é conhecido
(Youle e Strasser, 2008).

Outro mecanismo potencial para a permeabilizacio da MEM envolve a proteina
VDAC (voltage dependent anion channel), que também esta presente na MEM (Kroemer et
al., 2007). Algumas isoformas de VDAC foram implicadas na liberacdo de citocromo c e
outras proteinas durante a apoptose. Apesar da maioria dos estudos sugerir que os canais
VDAC sdo pequenos e permitiriam a passagem de moléculas de aproximadamente 1,5kDa,
Shimizu et al. descreveram uma configuracdo aberta de VDAC que poderia permitir a
liberagdo das proteinas do espaco intermembrana mitocondrial (Shimizu et al., 1999). Uma
hipétese alternativa sugere que o fechamento dos canais VDAC levaria a uma
hiperpolariza¢do mitocondrial transiente resultando em desbalanco osmotico e ruptura da
MEM (Kroemer et al., 2007). Uma terceira possibilidade é que VDAC possa participar no
poro de transicdo de permeabilidade (PTP), um complexo grande e multimérico que se
acredita ser composto por proteinas localizadas tanto na membrana externa quanto na
interna da mitocondria (Garrido et al., 2006). Apesar de VDAC interagir com Bak (Cheng
et al., 2003), assim como com vdrias proteinas anti-apoptéticas (Kinnally e Antonsson,
2007), camundongos Vdacl/Vdac2/Vdac3 triplo knockout apresentam apoptose normal
(Baines et al., 2007), indicando pequeno ou nenhum papel para as proteinas VDAC na

regulacdo das proteinas da familia Bcl-2 e da permeabilizacdo da MEM (Ow et al., 2008).
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1.1.1.4. Proteinas Inibidoras da Apoptose

Uma outra familia extremamente importante na regulacdo da apoptose e que tem
membros superexpressos em muitos tumores € a familia de proteinas inibidoras da apoptose
(IAPs). Todos os membros dessa familia compartilham o dominio BIR, que permite a
alguns membros a interacdo e inibicdo das caspases. Em adi¢do ao BIR, as IAPs podem
apresentar outros dominios funcionais como o dominio RING, com atividade E3 —ligase e
que parece direcionar alvos para a degradacdo pelo sistema ubiquitina-proteassoma
(Eckelman et al., 2006).

Dentre as IAPs, a inibidora de caspases mais potente é a proteina XIAP. Essa
proteina € composta de trés dominios BIR e um dominio RING. Experimentos de
mapeamento mostraram que o dominio BIR2 € capaz de inibir diretamente as caspases -3
-7, enquanto o BIR3 € capaz de inibir a caspase-9. Além disso, esta caspase apresenta uma
cavidade de interacdo com o motivo de ligacdo a IAP (IBM). Certas proteinas, como
Smac/DIABLO, que contém o IBM sdo capazes de antagonizar a atividade de XIAP e
induzir apoptose (Vaux e Silke, 2005).

IAP celular 1 (cIAP1) e cIAP2 consistem de trés dominios BIR e um dominio
RING (really interesting new gene), e sdo os pardlogos mais préximos de XIAP. Similar a
XIAP, a superexpressdo de cIAPs protege as células da apoptose. Esses membros, apesar de
serem capazes de interagir com as caspases, sdo capazes de inibir sua fun¢do apenas
indiretamente. Elas foram identificadas primeiramente por homologia e pela sua associacdo
em um complexo com o TNFR2. O recrutamento dessas IAPs para o complexo requer a
presenca das proteinas TRAF-1 e —2 e é mediado pela interacdo entre os dominios BIR das

IAPs e os dominios TRAF. O complexo TNFR1 também € capaz de recrutar cIAP1 através
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de sua interagdo com TRAF2 e TRADD. O receptor de TNF é capaz de mediar sinais de
sobrevivéncia e morte. Assim, enquanto os sinais de sobrevivéncia sdo transduzidos por
interacoes TRAF2/cIAPI1, sinais pré-apoptéticos sdo mediados por TRADD/FADD
interagindo com caspase-8 (Hunter ef al., 2007).

Estudos recentes nos dominios RING de XIAP e cIAPl mostraram que esse
dominio estd envolvido na ubiquitinacdo e degradacdo das IAPs em resposta a estimulos
apoptéticos (Figura 5). Apdés o tratamento com glicocorticdides ou etoposideo, a
degradacdo de XIAP e cIAP1 induzida por Smac ocorre de maneira rdpida e dependente de
proteassoma, podendo ser bloqueada na presenca de inibidores de proteassoma (Yang et al.,
2000). Outros estudos mostraram que XIAP e cIAPl1 sdo capazes de promover a
ubiquitinacdo e degradacdo proteassomal das caspases —3 e —7, aumentando assim o efeito

anti-apoptotico das IAPs (Suzuki et al., 2001).
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Figura 5. Modos de atuacdo das IAPs para inibir a apoptose. XIAP pode se ligar

diretamente as caspases ativadas e inibir sua atividade. O RING-finger das proteinas XIAP

e cIAP2 parecem promover a ubiquinagdo das caspases efetoras ativadas. A atividade E3 de

XIAP direciona a caspase-3 para degradacdo, aumentando o efeito inibitério na apoptose de

XIAP. Por fim, XIAP e cIAP1 sdo ubiquitinadas e degradadas por proteassomas em

resposta a estimulos apoptéticos nas células T, e sua degradacdo parece ser importante para

o comprometimento das células T com a morte celular (Adaptado de Jesenberger e Jentsch,
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1.1.2. Morte celular autofagica

A menor incidéncia de morte celular pode promover formacdo e progressao
tumoral. Grande parte das terapias atuais para o tratamento do cancer tem como objetivo a
morte das células tumorais através da inducdo de apoptose. Entretanto, seja devido a
superexpressdo de genes anti-apoptéticos ou mutagdes em genes pro-apoptdticos, o
surgimento de resisténcia aos tratamentos € inevitdvel. Assim, o estudo dos mecanismos de
formas alternativas de morte celular tem sido bastante incentivado.

Uma dessas formas alternativas de morte celular € a morte celular autofigica. O
papel da autofagia na sobrevivéncia e morte celular ainda estd bastante controverso. A
autofagia pode de fato proteger as células contra a morte, mas também pode mediar sua
degeneracao dependendo de circunstancias especificas. Seus efeitos citotoxicos podem ser
explicados pelo potencial autodestrutivo direto de excessiva autofagia (morte celular tipo
IT) ou, alternativamente pela conexdo do processo autofiagico com sinais pré-apoptoticos
(morte celular tipo I). Nesse sentido, descobertas recentes em modelos de animais
transgénicos (Qu et al., 2003; Yue et al., 2003) e células de cultura apds knockdown de
genes de autofagia (Yu et al., 2004; Shimizu et al., 2004) sugerem fortemente que a
autofagia € de fato um mecanismo supressor de tumor (Kondo et al., 2005).

No nivel molecular, a autofagia comeca com a etapa de engolfamento de material
citoplasmatico (citosol e/ou organelas) pela fagoforo (também chamado de membrana de
isolamento), que seqiiestra material citoplasmatico em vesiculas de membrana dupla
chamadas autofagossomos ou vacuolos autofdgicos. Essa etapa pode ser inibida pela 3-
metiladenina (3-MA). Em geral, o primeiro processo regulatério envolve a repressdao da

serina/treonina cinase mTOR, que inibe a autofagia através da fosforilagdo da proteina
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Atgl3. Essa fosforilagdo leva a dissociagdo de Atgl3 de um complexo protéico que contém
a cinase Atgl e Atgl7, atenuando entdo a atividade da cinase Atgl. Quando mTOR ¢
inibido, a re-associacdo de Atgl3 defosforilada com Atgl estimula sua atividade catalitica e
induz autofagia. Entre as etapas iniciais estd a ativa¢do da proteina de mamifero Vps34,
uma fosfatidilinositol3-cinase (PI3K) classe III, gerando fosfatidilinositol-3-fosfato
(PtdIns3P). A ativacdo de Vps34 depende da formacdo de um complexo multiprotéico em
que participam beclina-1 (Becnl; o ortélogo de mamifero de Atg6), UVRAG (UV
irradiation resistence-associated tumour suppressor gene) € uma cinase miristoilada,
Vpsl3, ou p150 em humanos (Figura 6) (Maiuri et al., 2007).

Dois sistema de conjugacdo parecidos com o utilizado pelo sistema
ubiquitina/proteassoma sdao parte do processo de elongamento. Uma via envolve a
conjugacdo covalente de Atgl2 a Atg5, com a ajuda da enzima E1-like Atg7 e a enzima E2-
like Atgl0. A segunda via envolve a conjugacao de fosfatidiletanolamina (PE) a LC3/Atg8
(LC3 € um dos homdlogos de Atg8 em mamiferos), pela acdo seqiiencial da protease Atg4,
a enzima E1-like Atg7 e a enzima E2-like Atg3. A conjugacdo de lipideo leva a conversao
da forma soluvel de LC3, chamada LC3-I, para uma forma associada a vesicula autofégica,
LC3-II. LC3-II ¢é utilizada como marcador de autofagia por que sua lipidacdo e
recrutamento especifico para os autofagossomos fornece uma mudanga de marcacdo de
proteina que passe de difusa para pontual e aumenta sua mobilidade eletroforética em géis
quando comparada com LC3-I. Além disso, proteinas de fusdo LC3-GFP podem ser
utilizadas para visualizar autofagossomos por microscopia de fluorescéncia. O mecanismo
de recuperagdo em que o complexo Atg9 participa € pouco conhecido. Autofagossomos
podem maturar por fusdo com lisossomos para gerar autolisossomos. Nos autolisossomos, a

membrana interna assim como o conteido luminal dos vactolos autofdgicos é degradado
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por enzimas lisossomais que apresentam atividade Otima em compartimentos acidicos

(Maiuri et al., 2007) (Figura 6).
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Figura 6. Etapas do processo autofagico. Vias de sinalizacdo especificas sdo capazes de

estimular a autofagia que comeca com o aparecimento de uma membrana de isolamento.

Essa membrana cresce e envolve material citoplasmético originando um autofagossomo.

Em seguida, ocorre a sua fusdo com um lisossomo e hd a degradacdo de seu conteddo.

Diversas proteinas e duas vias de conjugacdo sdo essenciais para esse processo (Maiuri et

al, 2007).
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1.2. Morte celular induzida por metais

Agentes capazes de induzir ou potencializar a morte celular na terapia anti-tumoral
¢ algo extremamente desejavel e tem sido objeto de estudo em diversos laboratdrios
cientificos de ponta no mundo inteiro. Neste sentido, € interessante ressaltar que varios
metais sdo conhecidos por serem citotoxicos e induzirem morte celular. O arsénico foi o
primeiro metal a ser estudado e € utilizado no tratamento de leucemia mieldide cronica ha
varios anos. A cisplatina é um outro composto a base de metal também amplamente
utilizado na clinica atualmente. Recentemente, o papel de diversos outros metais como
zinco, cobre, magnésio e até ouro, na progressdo tumoral e quimioterapia tém sido

estudados.

1.3. Manganés

O manganés, junto com outros metais, € considerado um elemento traco, pois €
necessdario em pequenas quantidades para o crescimento, desenvolvimento e fisiologia
normal do organismo (Roth and Garrick, 2003). Ele € essencial em diversos processos
bioldgicos responsdveis pela regulacdo da reproducgdo, formacdo de tecido conectivo e
dsseo, metabolismo de carboidratos e lipideos, além de ser importante na fungdo cerebral.
A concentracdo nos tecidos costuma variar de 3 a 20uM, mas pode chegar a 200uM
durante o desenvolvimento de certas regides cerebrais (Chan et al., 1992).

Suas acdes bioldgicas in vivo sdo bastante diversificadas, j4 que € componente

essencial de vdrias enzimas responsdveis pela regulacdo metabdlica fisioldgica da célula,
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como galactosiltransferase, piruvato carboxilase, arginase, dipeptidases, piruvato
carboxilase e superdxido dismutase 2 (MnSOD).

Um desbalanco de manganés no organismo pode ter conseqii€éncias graves.
Enquanto que a sua deficiéncia pode resultar em déficit neurolégico e comportamental, a
intoxicagdo por manganés, geralmente ocasionada por exposi¢cdo ambiental, leva a uma

doenca similar ao Mal de Parkinson (Roth e Garrick, 2003).

1.3.1. Mecanismos de citotoxicidade

Os mecanismos envolvidos na citotoxicidade do manganés parecem envolver a
ativacdo de vias de sinalizacdo apoptdticas, estresse oxidativo e alteracdo do metabolismo
celular. Alguns trabalhos mostram que parte da citotoxicidade é devido ao seu transporte
para a mitocondria por um canal de Ca*>.

A maior parte dos trabalhos foi realizada em linhagens neuronais e gliais. Nessas
linhagens, foi demonstrado que o manganés € transportado para dentro das células por
transportadores especificos (Roth, 2002). Dentro das células, acredita-se que o manganés
seja capaz de entrar na mitocondria, diminuindo a atividade de enzimas do ciclo de Krebs,
complexo I e F1 ATPase (Roth, 2002). O estresse celular causado pelo manganés leva a
ativacdo de diferentes vias de sinalizacdo bioquimicas, entre as quais a ativacdo de p38 e
JNK, culminando na apoptose.

Em células de glia, o manganés também € capaz de modular a expressdo génica
aumentando, entre outras coisas, a expressdao de citocinas proinflamatoérias (Filipov et al.,
2005; Chen et al., 2006; Sengupta et al., 2007). A analise do perfil de expressdo génica por

microarray em cultura primdria de astrécitos tratada com 200uM de MnCl, por 7 dias
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mostrou que 28 genes de quimiocinas proinflamatérias foram regulados positivamente
como CXCL3, CXCL6, CXCL2, CXCL14, CCL7 e defensina beta, enquanto genes
envolvidos em controle do ciclo celular, reparo de DNA e checkpoint tiveram expressao
diminuida. O tratamento com 10uM ou 50uM por 7 dias ndo levou a um aumento das
transcritos de SOD2 ou CXCL2. Sessenta e 0ito genes responsivos a0 manganés tiveram a
mesma alteracdo de expressdo em condigdes de hipoxia. Além disso, o manganés levou os
astrocitos a acumularem na fase S do ciclo celular como demonstrado por citometria de
fluxo consistente com o efeito de Mn*> em genes do ciclo celular. O cétion de manganés
também levou a uma diminui¢do no crescimento da cultura, no entanto mesmo apds duas
semanas de tratamento com 200uM ndo foram observadas células apoptéticas por ensaio de
TUNEL e liberacao de LDH no meio (Sengupta et al., 2007).

O manganés também é capaz de induzir apoptose em células B (Schrantz et al.,
1999). O tratamento com concentragdes até mesmo menores que 100uM levam a inibi¢ao
da proliferacdo e aparecimento de aspectos de apoptose como: diminui¢do do volume e
aumento da granulosidade, aumento da populacdo subdipldide, exposi¢cdo de
fosfatidilserina, condensacdo nuclear e fragmentacdo do DNA. Além disso, a apoptose
induzida pelo cation divalente de manganés é especifica, visto que, o tratamento com
cations divalente de cdlcio e magnésio ndo afetaram as culturas. A clivagem de PARP pode
ser inibida pelo inibidor de caspase ZVAD-fmk e superexpressao de Bcl-2. Por outro lado,
o tratamento da linhagem U937 com 250uM de MnCl, ndo levou a morte celular. El
Mchichi et al. (2007) mostraram que a via de sinalizacdo responsdvel pela apoptose
induzida por manganés em células B apds tratamento com 400uM de MnCl, envolve
ativacdo seqiiencial de p38 MAPK, MSKI1 (mitogen- and stress- response kinase 1) e

caspase 8. Caspase 8 leva a ativacdo da caspase 3 de uma maneira dependente da
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mitocondria como mostram a perda do potencial de membrana por DiOCs e liberacdo de
citocromo c. A ativacdo das caspase 3 e 8 pode ser inibida pelo inibidor de caspase 8 IETD-
fmk. A superexpress@do de Bcl-2 é capaz de inibir a perda de potencial de membrana,
liberacdo de citocromo c e ativagdo de caspase 3, mas ndo a ativacdo de caspase 8. Ao
contrario da via cldssica, a ativagdo de caspase 8 ndo envolve a molécula FADD ja que
dominantes negativos ndo inibiram a apoptose induzida por manganés, mas impedem
apoptose mediada por TRAIL (El Mchichi et al.,2007).

Em um estudo in vivo foi avaliado o efeito da exposi¢do a vapores de manganés em
diferentes tipos celulares do sistema imune. A andlise das subpopulagdes de linfécitos T
(CD4+RA+ - naive e CD44+RO+ - memoria), linfécitos B (CD19+), células NK,
imunoglobulinas no soro, linfécitos T totais (CD3+) e linfocitos T totais no sangue de
trabalhadores expostos ocupacionalmente a0 manganés que apresentavam concentracdes
baixa, média ou alta de manganés no sangue, mostrou que os nimeros de linfocitos totais, T
CD8+, T totais (CD3+) e B (CD19+) estava significativamente menor no grupo com alta
concentragio de Mn** (Nakata er al., 2006).

O tratamento com concentracdes de 1 a 2 mM de Mn™ é capaz de induzir apoptose
em células HelLa como verificado por ativagdo de caspase-3, clivagem de PARP e
condensacdo de DNA. O tratamento com concentracdes menores ndo leva a apoptose. No
entanto, a apoptose induzida por manganés ndo leva a uma liberagdo de citocromo ¢ no
citoplasma e nem a induc¢do de poro de transi¢do de permeabilidade, induzindo, no entanto,
um aumento do potencial de membrana, da massa mitocondrial e da producao de espécies
reativas de oxigénio, além da liberacdo de per6xido de hidrogénio no meio de cultura

(Oubrahim et al., 2001).
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Com o objetivo de mostrar a toxicidade do manganés em diferentes tecidos, Rovetta
et al. (2007) analisaram linhagens celulares de figado, rim, glia, neur6nio e muisculo em
ensaios de densidade, viabilidade por azul de tripan e andlise morfolégica com
concentragdoes entre 0,IpuM a 1mM de MnCl, durante o periodo de 6 ou 7 dias. A
concentracdo de ImM foi altamente téxica para todas as linhagens reduzindo a densidade e
a viabilidade celular. A concentracdo de 100uM teve um efeito dependente do tipo celular,
diminuindo parcialmente (glia € neurdnio), drasticamente (figado) ou sem maiores efeitos
(rim) no ndmero de células. As concetracdes de 0,1uM, 1uM e 10uM ndo exerceram
efeitos significativos sobre a viabilidade ou numero de células em nenhum dos tipos
celulares estudados.

Em células de cancer de mama Hs578T, o tratamento com 1mM de MnCl, foi capaz
de induzir a expressdo a nivel protéico (a partir de S00uM) e de mRNA de MnSOD, assim
como aumentar a sua atividade ao longo do tempo com tratamentos de ImM. Com o
objetivo de verificar se essa inducdo era causada por superéxido ou peréxido de hidrogénio
adicionou-se diversos compostos como 1-100mM N-acetilcisteina (removedor de ROS e
precursor de GSH), que ndo foi capaz de inibir a indu¢do de MnSOD. No entanto, o
tratamento com 10mM tiron (removedor de superéxido e quelante de metal) e 100mM
piruvato (scavenger de peroxido de hidrogénio) foram capazes de inibir essa indu¢do. No
entanto, o tratamento com tais agentes que inibem a indu¢cdo de MnSOD ndo afetaram a
viabilidade, de forma que MnSOD ndo parece estar relacionada com a morte celular
(Thongphasuk et al., 1999).

A capacidade do manganés de induzir morte em diversos tipos celulares foi
demonstrada de maneira bem restrita, bem como as vias de sinalizacdo que este metal ativa.

E, portanto, de grande interesse definir as vias de morte celular utilizadas por ele para que
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novas vias e conexdes sejam definidas. Existe ainda a possibilidade de que o manganés
induza morte celular por vias diferentes da apoptose, no entanto nenhuma dessas vias
alternativas de morte celular foi avaliada até o momento. Assim sendo, € extremamente
importante definir as vias de morte celular utilizadas pelo manganés, e novas formas de
amplificar a ativacdo destas vias, viabilizando a utilizagdo do manganés ou compostos
miméticos como novas abordagens terap€uticas contra o cancer, sobretudo em formas

agressivas ou que ainda carecem de tratamento apropriado.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Principal
Investigar o papel do manganés como indutor de morte celular em diversas

linhagens celulares tumorais.

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1. Investigar a capacidade do manganés de induzir morte celular apoptética

em diferentes linhagens hematopoiéticas;

2.2.2. Investigar 0s mecanismos responsdveis por sua citotoxicidade nas

linhagens hematopoiéticas;

2.2.3. Avaliar o efeito sinérgico na morte celular induzida por doses subtoxicas

de manganés e os quimioterdpicos cisplatina e vincristina;
2.2.4. Investigar o papel da autofagia na morte celular induzida pelo manganés;

2.2.5. Comparar o efeito citotoxico do manganés com o da cisplatina e da

vincristina em diversas linhagens tumorais hematopoiéticas e ndo-hematopoiéticas;

2.2.6. Analisar a expressdo génica de genes reguladores da apoptose antes e
apds o tratamento com manganés em uma linhagem sensivel, C33A, e outra resistente,

Dul45, ao manganés.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Cultura de células

As linhagens A431NS (carcinoma epidermdide — fornecida pelo Dr. Carlos Gil,
Servigo de Pesquisa Clinica — INCA), C-33 A (carcinoma de cérvice — fornecida pelo Dr.
Carlos Gil, Servigco de Pesquisa Clinica — INCA), Caco-2 (adenocarcinoma colorretal —
fornecida pelo Dr. Jodo Viola, Divisao de Biologia Celular — INCA), Hela
(adenocarcinoma de cérvice — fornecida pelo Dr. Carlos Gil, Servigo de Pesquisa Clinica —
INCA), HepG2 (carcinoma hepatocelular — fornecida pela Dra. Andréia Thompson Da
Poian, Instituto de Bioquimica Médica — UFRJ), MCF7 (adenocarcinoma de mama —
fornecida pelo Dr. Carlos Gil, Servico de Pesquisa Clinica — INCA) e U-87 MG
(glioblastoma — fornecida pelo Dr. Vivaldo Moura Neto, Departamento de Anatomia —
UFRJ) foram mantidas em meio DMEM (Gibco, Invitrogen) suplementado com 10% SFB
(Gibco, Invitrogen), 2mM glutamina (Gibco, Invitrogen), 100 unidades/mL (Gibco,
Invitrogen) de penicilina e 100pug/mL de estreptomicina (Gibco, Invitrogen) a 37°C em 5%
de CO2. As linhagens A549 (carcinoma de pulmdo — fornecida pelo Dr. Carlos Gil, Servigo
de Pesquisa Clinica — INCA), Dul45 (metastase de carcinoma de prdstata — fornecida pela
Dra. Anamaria Camargo, Instituto Ludwig/SP), HL-60 (leucemia promielocitica aguda —
fornecida pelo Dr. Douglas Green ), HL-60.Bcl-xLL (fornecida pelo Dr. Kapil Bhalla da
Escola de medicina da Universidade de Emory, Atlanta), Jurkat (leucemia aguda de célula
T — fornecida pelo Dr. Jodo Viola, Divisdao de Biologia Celular — INCA), K-562 (leucemia
mieléide cronica — fornecida pelo Dr. Martin Bonamino, Divisdo de Medicina

Experimental — INCA), Raji (linfoma de Burkitt — fornecida pelo Dr. Jodo Viola, Divisdo
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de Biologia Celular — INCA) e SKW6.4 (linfécito B transformado com EBV - fornecida
pelo Dr. Henning Walczak, Divisdo de Medicina, Imperial College, Londres) foram
mantidas em meio RPMI (Gibco, Invitrogen) com os mesmos suplementos e condi¢des de

crescimento. O manganés foi acrescentado as culturas de células sob a forma de MnCl, .

3.2. Determinagao da apoptose por morfologia celular

ApOs tratamento, as células foram lavadas e ressuspendidas em PBS (137mM
NaCl, 2,7mM KCI, 10mM Na,HPOy,, 1,8mM KH,PO,) e analisadas por citometria de fluxo
com o equipamento (FACScalibur, BD Biosciences). Células com espalhamento de luz

lateral alto e baixo espalhamento de luz frontal foram consideradas apoptdticas.

3.3. Medida do conteido de DNA e ciclo celular

A fragmentacdo nuclear foi avaliada como um indicativo de apoptose. Apds a
cultura com ou sem o tratamento especificado, as células foram lavadas com PBS e
ressuspendidas com 300uL do tampao (3,4mM TrisHCI pH7,6, 10mM NaCl, 0,1% NP-40 —
Calbiochem, 700U/L RNase - Sigma, 0,075mM iodeto de propideo - Sigma). A
fluorescéncia dos nicleos individuais foi medida com o citdmetro de fluxo (FACScalibur,
BD Biosciences). Os resultados representam a média + SD em triplicata. Cada experimento
foi repetido pelo menos trés vezes.

Esse experimento também foi realizado apds o tratamento das linhagens com os
inibidores 3-metiladenina (Sigma), zZVAD-fmk (Molecular Probes), IETD-fmk (Molecular

Probes), DEVD-fmk (Molecular Probes), LEHD-fmk (Molecular Probes).
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3.4. Marcacao de células apoptoéticas com Annexin V

A translocacdo do fosfolipideo fosfatidilserina da face interna para a face externa da
membrana plasmética, como um indicativo inicial de apoptose, foi avaliada por marcagdo
com AnnexinV conjugada a FITC (ICB-USP) em células ndo-permeabilizadas e analisada

por citometria de fluxo (FACScalibur, BD Biosciences).

3.5. Marcacao de células com DiOCyq

O potencial de membrana mitocondrial foi avaliado por marcacdo com DiOCs
(Molecular Probes). Apds o tratamento indicado na legenda, as células foram incubadas
com 200uL de DiOCg a 100nM diluido em meio suplementado por 45 minutos a 37°C. As

células foram analisadas por citometria de fluxo em FL1 (FACScalibur, BD Biosciences).

3.6. Medida da atividade das caspases 3 e 7

A atividade das caspases 3 e 7 foi medida através do kit Caspase-Glo 3/7 Assay
(Promega) conforme instru¢des do manufaturante. Resumidamente, apds o tratamento,
10.000 células foram ressuspendidas em 100uL de meio de cultura e 100uL do reagente
Caspase-Glo 3/7 foram adicionados. Apds homogeinizacdo e incubacdo de 1h a
temperatura ambiente, a producdo de luz foi medida em um lumindmetro (Veritas, Turner

Biosystems).
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3.7. Analise da morfologia nuclear

Foram preparadas laminas contendo células das culturas tratadas ou ndo com
cations. Essas laminas foram coradas através do Hemacolor Staining Kit (Merck) de acordo
com as instru¢des do kit. A morfologia nuclear foi avaliada pelo microscépio Nikon Eclipse

TS10.

3.8. Fragmentacdo de DNA internucleossomal

Ap6s o tratamento indicado, em torno de 2x10° células foram centrifugadas por
Smin 200g e ressuspendidas em 1mL de PBS. Adicionou-se 10mL de etanol 70% gelado e
estocou-se a -20°C por pelo menos 24h. Em seguida, as células foram centrifugadas por 5
min a 800g e o etanol foi removido. Ressupendeu-se o pellet em 40uL de tampao fosfato-
citrato (192 partes de Na,HPO4 0,2M e 8 partes de 4cido citrico 0,1M pH7,8) e incubou-se
por 30 minutos a temperatura ambiente. Centrifugou-se novamente por 5 minutos a 1000g e
os sobrenadantes foram transferidos para um novo tubo. Adicionou-se 3uL de NP-40
0,25% e 3uL de RNase (Sigma - Img/mL) com posterior incubacdo de 30 minutos a 37°C.
Adicionou-se, em seguida, 3uLL de proteinase K (Sigma - 2mg/mL) as amostras e incubou-
se por mais 30 minutos a 37°C. As amostras, apds adicdo de 12uL de tampao de amostra
(30% glicerol), foram, entdo, resolvidas em gel de agarose 1,5% em TAE 1X (0,04M Tris-
acetato, 0,001M EDTA) por 5 horas a 4V/cm e o DNA foi detectado com brometo de etidio

eluz UV.
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3.9. Western blot

Para preparacio das fracdes citosdlicas, 1x10° células foram lavadas uma vez com
PBS gelado, lisadas diretamente com 100uL de tampdo de amostra (5S0mM Tris-HCI, pH
6.8, 2% SDS, 10% glicerol, 2.5% 2-mercaptoetanol), fervidas por 5 minutos e armazenadas
a —80°C. Para a corrida, 20uLL da amostra foram aplicados no gel e as proteinas foram
resolvidas por 1,5h a 100V em gel SDS-poliacrilamida com concentragdo adequada para o
tamanho da proteina a ser analisada em tampao de corrida (30,3g Tris-base, 144g de glicina
e 10g de SDS para 1L de solucdo). As proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose (BioAgency) a 15V por 30 minutos em um tampao de transferéncia (3 g de
Tris-base, 14,4 g de glicina, 100mL de metanol para 1L de solu¢do). A membrana, o gel e
os papéis filtro foram umedecidos com o tampao 10% metanol. A membrana foi bloqueada
por 1 hora em TBS (10mM Tris-HCI, pH 7.4, 150mM NacCl) contendo 5% leite desnatado
em po e, entdo, incubada overnight a 4°C com a diluicdo apropriada do anticorpo primdrio.
Em seguida, a membrana foi incubada com o anticorpo secundério conjugado a horseradish
peroxidase adequado por 1h. A membrana foi, entdo, lavada 6 vezes de 10 minutos com
TBS-Tween 0,05% e incubada com substrato de peroxidase por 1 minuto (ECL,
Amersham, Arlington, IL). A Iuminescéncia emitida foi detectada em filmes de

quimioluminescéncia (Kodak BioMax Light Film, Kodak).

Solucdes:
e Tampao de separacdo 4X: 36,2g Tris; 1g SDS; ajustar para pH 8,8 e volume de

200mL
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e Tampao de empacotamento 4X: 12,2¢g Tris; 0,8g SDS; ajustar para pH 6,8 e volume
de 200mL

e Gel de separacdo 6% - 2,4ml de bis-acrilamida 30% (29:1), 3ml do tampao de
separacdo 4x (1,5 M Tris pH 8,8, 0,4%SDS), 6,6ml de dgua destilada, 75ul de persulfato de
sodio 10% e 7,5u1 de TEMED:;

e Gel de separacdo 10% - 4ml de bis-acrilamida 30% (29:1), 3ml do tampao de
separacdo 4x (1,5 M Tris pH 8.8, 0,4%SDS), Sml de dgua destilada, 75ul de persulfato de
sodio 10% e 7,5u1 de TEMED:;

¢ Gel de empacotamento 4% - 1,35ml de bis-acrilamida 30% (29:1), 2,5ml de tampao
de empacotamento 4x (0,5M Tris-base pH 6,8, 0,4% SDS), 5,5ml de dgua destilada, 70ul

de persulfato de sodio e 20ul de TEMED;
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Tabela 1. Parametros utilizados na analise por western blot para os diversos

anticorpos.

Proteina

Concentracao de
bisacrilamida do gel de

corrida

Anticorpo primario

Anticorpo secundario

Procaspase-3

(BD Biosciences)

Procaspase-9

(BD Biosciences)

GAPDH
(Santa Cruz

Biotechnology)

Fodrina

(Chemicon)

10%

10%

10%

6%

1:500 diluido em
TBST com 5% leite

1:1000 diluido em
TBST com 5% leite

1:1000 diluido em TBST

1:1000 diluido em
TBST com 5% leite

Anti-mouse 1:1000 diluido em
TBST com 5% leite

Anti-rabbit 1:2000 diluido em

TBST com 5% leite

Anti-mouse 1:20000 diluido em
TBST

Anti-mouse 1:2000 diluido em
TBST com 5% leite
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3.10. Extragao de RNA

Ap6és o tratamento, adicionou-se 2mL de Trizol diretamente na placa de cultura.
Ap6s a homogeinizacio, incubou-se as amostras por 5 minutos a temperatura ambiente.
Em seguida, adicionou 200uL de cloroférmio/mL de trizol e as amostras foram agitadas a
mao, vigorosamente, por 15 segundos com posterior incubagdo a temperatura ambiente
por 2-3 minutos. Centrifugou-se, entdo, por 15 minutos a 4°C e 12000g e os sobrenadantes
foram transferidos para um novo tubo. Adicionou-se 0,5 mL de isopropanol/mL de Trizol
e agitou-se em vortex por 10 segundos, incubando-se posteriormente a temperatura
ambiente por 15 minutos. Centrifugou-se novamente por 15 minutos a 4°C e 12000g e o
sobrenadante foi removido cuidadosamente, evitando o contato com o precipitado de
RNA. Adicionou-se ImL de etanol 75%/mL de trizol e centrifugou-se a 7500g por 5

minutos a 4°C. Apés deixar secar o precipitado, ele foi ressuspendido em 30uL de dgua

DEPC. A integridade do RNA foi avaliada em gel de agarose 1% em TAE.

3.11. Tratamento com DNase

Para a eliminacdo do DNA contaminante nas amostras de RNA, foi realizado um
tratamento com a DNase RQ1 (Promega). Para a reacdo adicionou-se 8 uL. de RNA, 1uL
de RQI RNase-free DNase 10X Reaction Buffer e 1uL de RQI RNase-free DNase e
incubou-se a 37°C por 30 minutos. Em seguida, adicionou-se 1ul. de RQ1 DNase Stop
Solution para terminar a reacdo e incubou-se a 65°C por 10 minutos para inativar a DNase.
O RNA total foi quantificado através da medida de absorbancia num comprimento de onda

de 260nm, em um NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Inc.,
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Wilmington — DE, EUA). A pureza do RNA foi avaliada através da razdo entre dois valores
de absorbancia: (i) A260nm / A280nm para identificar contaminag¢do protéica e (ii)
A260nm / A230nm para identificar contaminac@o por solventes organicos. Ambos 0s
valores devem ser superiores a 1,8 para estimar uma solu¢cdo com RNA de boa qualidade

(Imbeaud et al., 2005).

3.12. Sintese de cDNA

A reagdo de transcri¢do reversa foi feita de acordo com o protocolo da enzima
Superscript II (Invitrogen). Primeiramente, adicionou-se 3ug de RNA total a 1pL oligo-dT
(500pg/mL) e 1uL ANTP (10mM de cada) e o volume completado para 12ul.. A solugcao
resultante foi incubada por 5 minutos a 65°C e, apds a incubagdo, resfriada rapidamente em
gelo. Adicionou-se, entdo, 4uL do tampdo 5X, 2ulL DTT 0,1M e 1uL (200 unidades) da
enzima SuperScript II (Invitrogen), e as amostras mantidas por 50 minutos a 42°C. As

reacOes foram inativadas a 70°C por 15 minutos.

3.13. Reagdo de PCR quantitativo

O cDNA resultante de cada amostra foi diluido 10X e 1uL foi adicionado ao
volume total de 12,5uL das reacdes de PCR quantitativa, contendo 6,25uL de SYBR Green
(Applied Biosystems) e oligonucleotideos especificados na tabela 1.

Todos os ensaios de qPCR foram realizados no equipamento ABI 7700. O
protocolo utilizado para os genes 18S, HPRT1 e Rb-13a foi o seguinte: um passo inicial de

desnaturacdo (95°C por 10min), seguido por 40 ciclos de 15s a 95°C (desnaturacdo), 60°C
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por 1 minuto (anelamento e extensdo). Para todos os outros genes foi utilizado o seguinte
protocolo: um passo inicial de desnaturacao (95°C por 15min), seguido por 40 ciclos de 30s
a 95°C (desnaturagdo), 25s na temperatura de anelamento indicada na tabela (anelamento) e
72°C por 30s (extensdo). Posteriormente, a PCR foi imediatamente seguida de uma analise
de curva de dissociacdo no qual ocorre um aumento progressivo na temperatura partindo de
uma temperatura de 45°C até chegar a 95°C. Este procedimento é realizado para se
certificar que o produto esperado foi amplificado e se produtos ndo especificos ou dimeros
de oligonucleotideos estdao sendo formados. Os seguintes controles foram incluidos para
cada corrida de cada gene da qPCR: (i) controle negativo da sintese de cDNA (reacdo sem a
transcriptase reversa) e (ii) controle negativo sem amostra de cDNA. Todas as reacgdes

foram realizadas em triplicata.
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Tabela 2. Parametros de reacao e seqiiéncia dos oligonucleotideos utilizados na reaciao de qPCR.

Gene alvo Seqiiéncia (5°—3’) Conce.ntra(;ao Tm
Final
18S F: AGGATGAGGTGGAACGTGTG 0.5UM ]
R: CTTCACGGAGCTTGTTGTCC ~H
F: CCG AGT GAG CAG GAA GAC TC .
Bad R: GGT AGG AGC TGT GGC GAC T 0,4uM 60°C
Bak F: TTT TCC GCA GCT ACG TTT TT 60°C
R: TGG TGG CAA TCT TGG TGA AGT 0,4uM
Bax F: CCC TTT TGC TTC AGG GTT TC )
R: TCT TCT TCC AGA TGG TGA GTG 0,4uM 56°C
Bel-W F: AGT TCG AGA CCC GCT TCC .
R: CCC GTC CCC GTA TAG AGC 0,4uM 60°C
BelxL F: CTG AAT CGG AGA TGG AGA CC )
R: TGG GAT GTC AGG TCA CTG AA 0,4uM 60°C
. F: GCC CTG AGG CAC TCT TCC A
-actina o
B R: CCA GGG CAG TGA TCT CCT TCT 0,4uM 65°C
Cianl F: AGT CTT GCT CGT GCT GGT TT )
P R: ATG GAC AGT TGG GAA AAT GC 0,4uM 39°C
Cian2 F: AGT CTT GCT CGT GCT GGT TT )
P R: TGC TTT TGC CAG ATC TGT TG 0,4uM 38°C
DR4 F: AGA GAG AAG TCC CTG CAC CA seoC
R: GTC ACT CAA GGG CGT ACA AT 0,4uM
DR5 F: CAG GTG GAC ACA ATC CCT CT .
R: AAG ACC CTT GTG CTC GTT GT 0,6uM S7°C
GAPDH F: GGA GAA GGC TGG GGC TCA T seoC
R: GTC CTT CCA CGA TAC CAA AGT T 0,4uM
HPRTI1 F: GTGGAAGATATAATTGACACTGGC
R: AACACTTCGTGGGGTCCTTT 0.5uM -
Noxa F: AGC TGG AAG TCG AGT GTG CT syec
R: ACG TGC ACC TCC TGA GAA AA 0,4uM
Rb-13a F: GACAAGAAAAAGCGGATGGT
R: GTACTTCCAGCCAACCTCGT 0.5uM -
TRAIL F: AAG GCT CTG GGC CGC AAA ATA AAC s9°C
R: GCC AAC TAA AAA GGC CCC GAA AAA 0,4uM
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3.14. Quantificac@o dos niveis de expressao

A partir dos dados de actiimulo de fluorescéncia das reagdes de PCR quantitativo
em tempo real, as amplificagdes das triplicatas de cada amostra foram representadas por
curvas logisticas ou sigmdides de cinco parametros, ajustadas pela minimiza¢do do erro
médio quadratico dos valores de fluorescéncia dos 40 ciclos nessas triplicatas. Para tal,
utilizou-se o pacote gpcR (Ritz et al., 2008) desenvolvido para o ambiente estatistico R
versdo 2.8.1 (www.r-project.org). O ciclo de quantificacdo (Cq) foi determinado pelo ponto
de intersecdo de uma linha perpendicular, a partir do ponto de mixima da funcdo de
segunda derivada da funcdo logistica escolhida para representar a curva de amplificacdo da
triplicata de reagdo de cada amostra (Figura 7). O uso deste ponto caracteristico da curva de
acimulo de fluorescéncia ajustada é conveniente uma vez que ele se encontra numa regiao
de efici€ncia constante na fase exponencial da curva de amplificac@o, além de ser invariante
ao poco ou placa de origem da reacdo de PCR (Rebrikov & Trofimov, 2006), diferente de
métodos mais tradicionais como a do ciclo threshold. A eficiéncia (E ou Eff.) foi calculada
para cada amostra utilizando a razdo entre o valor de fluorescéncia no ciclo de
quantificacdo sobre o do ciclo anterior.

Posteriormente, os dados de ECq para cada amostra foram processados em
conjunto para servir de entrada para o pacote geNorm, o qual determinou os genes com
expressao mais estdvel, ou seja, os melhores genes normalizadores independente de grupo
(Vandesompele et al.,2002). Os niveis de expressdo normalizados foram entio obtidos pela
razdo entre os dados brutos de expressdo de cada amostra e seu respectivo fator de
normalizacdo, dado pela média geométrica dos niveis de expressio dos genes

normalizadores (18S, B-actina, GAPDH, HPRT1 e Rb-13a).
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Figura 7. Grafico representando a curva de acimulo de fluorescéncia (preto)
utilizando a funcao logistica de 5 parametros e a representacdo da funcao da sua
primeira (vermelho) e segunda (verde) derivada. O ponto de interse¢do da linha vertical
verde, que parte do ponto de mixima da funcdo de segunda derivada com a curva de
acimulo de fluorescéncia corresponde ao ponto caracteristico da amostra (Cq ou CpD2),
enquanto a interse¢do da linha verde com a curva de eficiéncia (azul) corresponde a

eficiéncia de amplificacdo da amostra (Eff.) (Ritz et al., 2008).
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3.15. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o teste Kruskal-Wallis rank sum. Esse
¢ um método ndo-paramétrico utilizado quando hd a intensdo de se comparar mais de dois
grupos. No experimento realizado ha dois fatores de interesse: (i) TipoCelular (C33A e
Dul45) e (ii) Tratamento (Controle e Mn) e, portanto, quatro grupos experimentais
possiveis, ou ainda, seis comparacdes de interesse para os valores de expressao
normalizados de cada gene: 1) C33A:Controle versus C33A:Mn; i1) C33A:Controle versus
Dul45:Controle; iii) C33A:Controle versus Duld45:Mn; iv) C33A:Mn versus
Dul45:Controle; v) C33A:Mn versus Dul45:Mn; e vi)Dul45:Controle versus Dul45:Mn.
Todas as andlises acima descritas foram realizadas com o auxilio de pacotes do programa R

versao 2.8.1 (www.r-project.org).

68



RESULTADOS

4. RESULTADOS

4.1. Manganés induz morte celular em vdarias linhagens

hematopoiéticas

Com o objetivo de analisar o efeito do manganés em diversas linhagens
hematopoiéticas, avaliou-se por citometria de fluxo a capacidade do cloreto de manganés,
cloreto de magnésio e cloreto de célcio de induzir apoptose nas linhagens de célula B
SKW6.4, de célula T Jurkat e monocitica HL-60. As linhagens foram tratadas com 100uM
dos diferentes cations e diferentes aspectos analisados por citometria de fluxo.

Na figura 8, pode-se observar o efeito drastico do manganés sobre a morfologia da
linhagem SKW6.4. Houve um aumento de aproximadamente 70% de células com tamanho
reduzido e alta complexidade interna em comparagdo com a cultura controle. Nem o
magnésio ou o cdlcio tiveram efeito sobre a morfologia da mesma linhagem. Além disso,
existe ainda um aumento bastante expressivo na marcagdo para anexina-FITC e da
condensacdo e fragmentacdo de DNA, mudancas que também ndo foram observadas no
tratamento da linhagem SKW6.4 com outros cations (Figura 8). Esses resultados
corroboram dados da literatura indicando que o manganés € capaz de induzir apoptose em
células B, diferentemente de outros cations bivalentes.

Observando as figuras 2 e 3, verifica-se que a apoptose induzida pelo manganés nao
€ especifica para linhagens de células B. A figura 9A, mostra que o manganés também ¢é
capaz de induzir alteracdes na morfologia celular em células Jurkat, causando um aumento

de 30% no nimero de células com tamanho reduzido e complexidade aumentada. A
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exposicdo de fosfatidilserina também aumenta em cerca de 30% (Figura 9B) e a
fragmentacgdo nuclear (Figura 9C) perto de 15% em comparag@o com a cultura controle.

Na figura 10, os resultados se repetem para a linhagem monocitica HL-60. H4 um
aumento de aproximadamente 30%. de células com morfologia alterada (Figura 10A) e
exposicao de fosfatidilserina (Figura 10B). Houve um aumento de pouco mais de 15% de
células com conteido subdipléide de DNA em relacdo ao controle (Figura 10C). Apesar
dos resultados ndao apresentarem a mesma magnitude dos observados na linhagem SKW6.4,
pode-se concluir que as linhagens de célula T Jurkat e de célula monocitica HL-60 também

sdo sensiveis ao tratamento com manganes.
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Figura 8. Inducao de apoptose na linhagem de células B SKW6.4 pelo manganés. Apos
tratamento por 48h com 100uM dos diferentes cétions diversas caracteristicas da apoptose
foram analisadas: diminuicio do volume celular (primeira linha), exposi¢do de
fosfatidilserina (segunda linha), e condensacdo de fragmentacdo do DNA (terceira linha).

Resultado representativo de trés experimentos.
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Figura 9. Inducao de apoptose na linhagem de célula T Jurkat pelo manganés. Apéos
tratamento por 48h com 100uM dos diferentes cétions diversas caracteristicas da apoptose
foram analisadas: diminuicio do volume celular (primeira linha), exposi¢do de
fosfatidilserina (segunda linha), e condensacdo de fragmentacdo do DNA (terceira linha).

Resultado representativo de trés experimentos.
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Figura 10. Inducao de apoptose na linhagem monocitica HL-60 pelo manganés. Apos

tratamento por 48h com 100uM dos diferentes cétions diversas caracteristicas da apoptose

foram analisadas:

diminuicdo do volume celular (primeira linha),

exposicao de

fosfatidilserina (segunda linha), e condensacdo de fragmentacdo do DNA (terceira linha).

Resultado representativo de trés experimentos.
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4.2. A morte celular induzida pelo manganés é dose- e tempo-

dependente

Avaliou-se também os parametros dose- e tempo- dependentes na morte celular
induzida pelo manganés. Dessa maneira, a linhagem celular Jurkat foi tratada com as doses
de 25, 50, 100, 200 e 400uM de cloreto de manganés, cloreto de magnésio e cloreto de
célcio por 24, 48 e 72 horas. Na figura 11A, pode-se perceber que o manganés é capaz de
induzir morte celular dose-dependente, sendo a dose de 400uM ¢é capaz de reduzir a
viabilidade da cultura em cerca de 80%. Além disso, pode-se observar que mesmo doses
bastante altas dos outros cétions bivalentes ndo sido capazes de induzir nem um pequeno
aumento na morte celular.

Na figura 11B, pode-se observar que a apoptose induzida por manganés também
depende do tempo de tratamento. A ampliacdo do tempo de tratamento aumenta a apoptose

induzida pelo manganés com uma mesma dose, no caso a de 200uM.
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Figura 11. O manganés é capaz de induzir apoptose na linhagem Jurkat de maneira
dose- (A) e tempo- (B) dependente. (A) A linhagem celular Jurkat foi tratada por
diferentes tempos e concentracdes de cloreto de manganés, cloreto de célcio ou cloreto de
magnésio. Os valores representam a porcentagem média + SD das células com conteudo de

DNA subdipléide. (N = 3).
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4.3. A morte celular induzida pelo manganés apresenta

diversas caracteristicas da apoptose

A maioria das vias de sinalizacdo apoptéticas sdo reguladas por eventos
mitocondriais como a liberagcdo de citocromo ¢ e SMAC/Diablo no citosol, o que, em geral,
¢ acompanhado pela perda do potencial transmembrana mitocondrial. A avaliagdo do
potencial de membrana mitocondrial pode ser feita através de certos corantes fluorescentes
como o DiOCs. Dessa maneira, para avaliar se o manganés seria capaz de causar a
despolarizacdo mitocondrial, as linhagens Jurkat e HL-60 foram tratadas com 100uM de
cloreto de manganés por 24h e depois incubadas com o corante fluorescente DiOCs. Como
se pode observar na figura 12, o tratamento com manganés causa uma diminui¢do da
marcacdo com DiOC¢ em aproximandamente 30% das células.

Todas as vias de sinalizacdo apoptéticas culminam na ativacdo das cisteina
proteases chamadas de caspases. A forma ativada dessas proteases € responsavel pelas
alteracoes morfoldgicas caracteristicas da apoptose. Dessa maneira, para desvendar o
mecanismo de morte celular induzido por um agente citotoxico € primordial avaliar a
ativacdo de caspases. Avaliou-se a ativacdo das caspases efetoras -3 e —7, que sdo capazes
de reconhecer o mesmo tetrapeptideo DEVD nas proteinas alvo. Foi utilizado um ensaio
luminescente em que o peptideo DEVD estd conjugado a aminoluciferina que depois de
liberada, no caso de existirem caspases ativas nas células, é capaz de produzir luz. Assim,

pode-se observar, na figura 13, que o manganés € capaz de induzir a ativagdo das caspases

efetoras 3 e 7 apds 48h de tratamento com 100uM de manganés, mas ndo com magnésio.
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A ativagdo de caspases também pode ser observada por western blot na figura 14.
O tratamento com manganés leva a uma diminui¢do da proforma da caspase-3 e da
caspase-9. A diminui¢do da procaspase-9 também corrobora o envolvimento da via
mitocondrial que havia sido discutido na figura 12, uma vez que a ativagdo da mesma
depende estritamente da formacdo do apoptossomo.

Cada caspase reconhece e cliva apds uma seqiiéncia especifica de aminodcidos
que termina com um aspartato. Baseado nessa seqiiéncia de aminodcidos, foram
desenvolvidos inibidores especificos para cada caspase. Dessa forma, para avaliar a
importancia das caspases —3, -8 € —9 na morte celular induzida pelo manganés, as linhagens
HL-60 e Jurkat foram tratadas por 48h com 100uM de manganés e incubadas
concomitantemente com 20uM dos inibidores DEVD-fmk (inibidor de caspase-3), IETD-
fmk (inibidor de caspase-8), LEHD-fmk (caspase-9). Conforme observado na figura 15A,
os inibidores DEVD-fmk e IETD-fmk reduziram cerca de 20% da apoptose induzida pelo
manganés na linhagem HL-60, enquanto o inibidor LEHD-fmk ndo parece ter causado
qualquer efeito. Ja na linhagem Jurkat (Figura 15B), os inibidores causaram uma reducio
na apoptose de menos de 10%. Apesar dos resultados com inibidores de caspases ndo terem
sido os esperados, eles ndo mostram que as caspases ndo tém papel relevante e sim que
outras condi¢Oes de tratamento devem ser testadas.

Na figura 16, é mostrado um western blot para a fodrina, que figura entre os
substratos da caspase-3. Essa proteina tem um tamanho de 240kDa e é clivada em
fragmentos de 120kDa apds a inducido de apoptose. Como se pode observar na figura 1,0

N

tratamento com 100uM de manganés por 24h é capaz de levar a clivagem de fodrina
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demonstrando que as caspases que sofreram clivagem apresentam realmente sua atividade
de protease ativada.

Além disso, uma das alteracdes mais tardias da apoptose é a fragmentacio
internucleossomal do DNA. Essa fragmentacdo também é dependente de caspase e €
realizada pela enzima CAD, cuja ativac@o requer a clivagem do seu inibidor ICAD pela
caspase-3. Na figura 17, pode-se observar que existe uma fragmentacio de DNA
internucleossomal, cuja caracteristica € a presenca de bandas de multiplos de 200 pares de
base apds resolucdo em gel de agarose. Pode-se observar ainda que o tratamento com
magnésio ndo é capaz de induzir essa fragmentacdo. Conclui-se entdo que a morte celular
induzida pelo manganés se da através da ativacdo de caspases, levando a clivagem
internucleossomal de DNA, que constituem caracteristicas de morte celular por apoptose.

As alteracoes morfoldgicas induzidas pela apoptose também podem ser
observadas através da andlise de células coradas com hematoxilina-eosina. Apds inducao de
apoptose, as células apresentam diminuicio do tamanho celular e condensacdo da
cromatina, de forma que o nicleo, mais densamente marcado, passa a ocupar praticamente
toda a célula e o citoplasma deixa de ser visto. Como podemos observar na figura 18, a
linhagem Jurkat, apds tratamento com 100uM de cloreto de manganés por 48h apresenta
células com morfologia apoptética. Nas culturas tratadas com cloreto de magnésio e cloreto
de célcio ndo foram observadas células com essa morfologia. Esses resultados estdo em
concordancia com os dados obtidos por citometria de fluxo, nos permitindo concluir que o

manganés € capaz de induzir morte celular apoptética nas linhagens em estudo.
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Figura 12. Despolarizacao mitocondrial induzida pelo manganés. Apds o tratamento

das linhagens HL-60 e Jurkat com 100uM de cloreto de manganés por 24h, o potencial da

membrana externa mitocondrial foi avaliado por citometria de fluxo, através de marcacdo

com DiOCg. Resultado representativo de dois experimentos.
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Figura 13. Medida da atividade das caspases 3/7. As linhagens Jurkat e HL-60 foram
tratadas com 100uM de cloreto de manganés e cloreto de magnésio por 48h. Em seguida,
tiveram a atividade das caspases 3/7 analisas em um fluorimetro. Resultado representativo

de dois experimentos.
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Figura 14. Clivagem das procaspases -3 e —9 ap6s o tratamento com manganés. Apés
o tratamento com 100uM de cloreto de manganés e cloreto de magnésio por 48h, foi feito o
western blot para as linhagens Jurkat e HL-60. Resultado representativo de dois

experimentos.
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Figura 15. Efeito de inibidores de caspases na morte celular induzida pelo manganés.
As linhagens HL-60 e Jurkat foram tratadas com 100uM cloreto de manganés por 48h na
presenca ou ndo de 20uM dos inibidores de caspase indicados e a porcentagem das células

com conteido de DNA subdipléide avaliada por citometria de fluxo (N=1).
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Figura 16. O tratamento com manganés induz a clivagem do substrato de caspase-3

fodrina. Clivagem de fodrina, verificada por western blot, apds tratamento das linhagens

HL-60 e Jurkat com 100uM de cloreto de manganés por 24h. Resultado representativo de

dois experimentos.
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Figura 17. Fragmentacido internucleossomal do DNA apés o tratamento com
manganés. A fragmentacdo internucleossomal foi avaliada em gel de agarose ap6s 72h de
tratamento com 100uM de cloreto de manganés ou cloreto de magnésio. Resultado

representativo de trés experimentos.
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Figura 18. A morte induzida por manganés altera a morfologia da linhagem Jurkat.

Morfologia nuclear de Jurkat tratadas com 100uM de MnCl,, MgCl, e CaCl, por 48h.
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4.4. A morte celular induzida pelo manganés pode ser

impedida pela superexpressao de Bcl-xLL

A proteina Bcl-xL, pertencente a familia de proteinas Bcl-2, é capaz de inibir a
apoptose atuando na mitocondria e prevenindo a liberagdo de citocromo c¢ e a perda do
potencial de membrana mitocondrial. Conforme mostrado na figura 12, o manganés é capaz
de induzir a permeabilizacdo da mitocondria e conseqiiente perda do potencial de
membrana. Assim, para confirmar a ativacdo da via mitocondrial e investigar o efeito da
proteina Bcl-xL. nesse modelo, foi avaliado se a superexpressdo da proteina Bcl-xL seria
capaz de reverter o efeito do tratamento com cloreto de manganés.

As linhagens HL-60 e HL-60.Bcl-xL foram tratadas com diferentes doses de
cloreto de manganés por 24h. A figura 19 mostra que a linhagem HL-60 é extremamente
sensivel ao tratamento como demonstrado anteriormente, mas a superexpressao de Bcl-xL é
capaz de inibir totalmente a apoptose induzida pelo manganés em todas as concentragdes
testadas. Esses dados, portanto, confirmam o papel da via mitocondrial na morte induzida

pelo manganés.
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Figura 19. A superexpressao de Bcl-xL confere resisténcia ao tratamento com cloreto
de manganés. As linhagens HL-60 e HL-60.Bcl-xL. foram tratadas com concentragdes de
50 a 400uM de cloreto de manganés por 24h e a porcentagem de morte celular foi avaliada
por citometria de fluxo. Os valores representam a porcentagem média + SD das células

com conteido de DNA subdipléide. (N = 3).
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4.5. A sensibilidade ao manganés é célula-especifica

Devido as diferengas intrinsecas que existem entre linhagens celulares distintas, é
esperado que elas ndo respondam da mesma maneira aos estimulos provenientes do meio
externo, permitindo ainda o estudo de terapias especificas para cada tipo de tumor. Assim,
procurou-se avaliar a diferenca de sensibilidade das diferentes linhagens hematopoiéticas
ao tratamento com manganés. Dessa maneira, as linhagens HL-60, SKW6.4 e Jurkat foram
tratadas com doses crescentes de cloreto de manganés por 48h e a inducdo de morte celular
foi avaliada. Como se pode observar na figura 20, a linhagem SKW 6.4 ¢ a mais sensivel ao
manganés, apresentando uma incidéncia de morte celular de aproximadamente 20 e 40%
nas concentracoes de 25 e 50uM de manganés, respectivamente. Essas mesmas
concentragdes nao foram capazes de induzir morte celular de maneira significativa nas
linhagens Jurkat e HL-60. O tratamento com 100uM ¢é capaz de induzir morte em todas as
linhagens. Nessa concentracdo, a linhagem SKW6.4 permanece a mais sensivel
apresentando uma incidéncia de 60% de células apoptéticas, enquanto as linhagens HL-60
e Jurkat apresentam apenas entre 30 e 40% de incidéncia de morte celular. No entanto, o
tratamento com 200M de manganés tem efeito similar nas linhagens HL-60 e SKW 6.4,
induzindo aproximadamente 80% de apoptose. A linhagem Jurkat permanece a mais
resistente nesta concentragdo, exibindo uma incidéncia de morte celular entre 50 e 60% em
comparacdo ao controle. Na dose mais alta analisada (400M), os resultados se modificam,
pois a linhagem HL-60 passa a ser a mais sensivel apresentando 90% de morte por
apoptose, enquanto as linhagens SKW6.4 e Jurkat ndo exibem aumento de incidéncia de

células apoptdticas em relacdo a concentragido de 200uM (Figura 20).
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Figura 20. Comparacao da sensibilidade ao manganés de diferentes hematopoiéticas.
As linhagens HL-60, Jurkat e SKW6.4 foram tratadas com concentragcdes de 25 a 400uM
de cloreto de manganés por 48h e a condensagdo e fragmentacdo de DNA foi avaliada por
citometria de fluxo. Os valores representam a porcentagem média + SD das células com

contetido de DNA subdiploide (N > 3).
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4.6. O manganés nao é capaz de interferir no ciclo celular

Existem alguns trabalhos na literatura mostrando que o tratamento com manganés
€ capaz de interromper o ciclo celular de certas linhagens em fases especificas (Sengupta et
al., 2007; Zhao et al., 2008). Tendo isso em vista, as linhagens Jurkat e HL-60 foram
tratadas com 100uM de manganés por 48h e a porcentagem de células em cada fase do
ciclo celular foi analisada. Como se pode observar na figura 21, o manganés ndo foi capaz
de interferir com o ciclo celular de nenhuma das duas linhagens. Com relacdo a linhagem
Jurkat, a porcentagem de células na fase GO/G1 € pouco maior do que 50%, na fase S
aproximadamente 30% e a fase G2/M corresponde a aproximadamente 18% das células da
cultura. As porcentagens encontradas na linhagem HL-60 s3o pouco diferentes das
encontradas na linhagem Jurkat e também ndo foram modificadas pelo tratamento com
manganés. A porcentagem de células nas fases GO/G1 correspondem a aproximadamente

45%, a fase S a 40%, e as fases G2/M a 14% das cé€lulas da cultura.
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Figura 21. Avaliacao do ciclo celular apés tratamento com cloreto de manganés. As
linhagens HL-60 e Jurkat foram tratadas com 100uM cloreto de manganés por 48h e a
porcentagem de células em cada fase do ciclo celular avaliada por citometria de fluxo.

Resultado representativo de dois experimentos.
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47. O mangané€s ndo apresenta efeito sinérgico com

quimioterapicos

Uma possibilidade interessante a ser avaliada era a capacidade do manganés de
sinergizar com drogas quimioterdpicas ja utilizadas na clinica como vincristina e cisplatina.
Desta maneira, as linhagens Jurkat e HL-60 foram tratadas com baixas concentracdes de
cisplatina (1uM, 2,5uM e 5uM) e de vincristina (InM, 3nM 6nM) isoladamente ou
concomitantemente com uma concentra¢ao subtéxica de SOUM de cloreto de manganés.

Na figura 22, pode-se observar o tratamento da linhagem HL-60 com cisplatina e
vincristina isoladamente ou associadas a SOuUM de cloreto de manganés por 48h. A adicao
de manganés ao tratamento com as referidas drogas também nao teve efeito sinérgico na
linhagem HL-60, permanecendo os niveis de morte celular inalterados pela adicdo do
manganés.

A figura 23A mostra o tratamento da linhagem Jurkat tratada apenas com
cisplatina ou manganés e cisplatina concomitantemente. Apos 48h de tratamento, a
avaliacdo da apoptose demonstrou que o manganés ndo teve efeito sobre o tratamento com
a droga. Na figura 23B sdo mostrados os resultados do tratamento da linhagem Jurkat com
vincristina € manganés e, conforme os dados com cisplatina, também nio houve efeito

sinérgico.
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Figura 22. Tratamento da linhagem HL-60 com manganés e quimioterapicos. (A)
Tratamento associado a cisplatina. (B) Tratamento associado a vincristina. A linhagem HL-
60 foi tratada por 48h com 50uM de cloreto de manganés associado a diferentes
concentragdes dos quimioterdpicos cisplatina e vincristina. Os valores representam a

porcentagem média + SD das células com contetido de DNA subdipléide. (N = 3).
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Figura 23. Tratamento da linhagem Jurkat com manganés e quimioterapicos. (A)
Tratamento associado a cisplatina. (B) Tratamento associado a vincristina. A linhagem
Jurkat foi tratada por 48h com 50uM de cloreto de manganés associado a diferentes
concentragdes dos quimioterdpicos cisplatina e vincristina. Os valores representam a

porcentagem média + SD das células com contetido de DNA sub-diploide. (N = 3).
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4.8. A autofagia tem papel protetor na morte celular induzida

pelo manganés na linhagem HL-60

A autofagia é um processo celular que pode tanto contribuir como evitar ou
postergar processos de morte celular. O inibidor a 3-metiladenina (3-MA) inibe uma das
primeiras etapas deste processo que é a formacdo da membrana de isolamento, que
permitird em ultima andlise que componentes citoplasmdticos sejam capturados em um
vacuolo autofagico. Para avaliar se o tratamento com manganés poderia induzir autofagia,
as linhagens foram tratadas com as concetragdes indicadas de 3-MA concomitantemente
com 100uM de manganés e a porcentagem de células com contetido de DNA subdiploide
foi avaliada por citometria de fluxo.

Para avaliar a citotoxidade do inibidor e definir qual seria a melhor dose para o
tratamento, a linhagem HL-60 foi tratada com as concentracdes 1, 3 e 10mM do inibidor
3MA. Nessa linhagem, apenas a dose de 10mM mostrou significativa citotoxidade,
induzindo uma morte celular de 80% (Figura 24A). O tratamento com ImM ndo induziu
nenhum aumento com relacdo a morte celular basal na cultura. A dose 3mM elevou a morte
celular basal de 5 para 11%. Quando essa linhagem foi tratada com o inibidor
concomitantemente com o cloreto de manganés, pode-se observar que mesmo a dose mais
baixa de 3-MA, 1mM, é capaz de potencializar a morte celular induzida pelo manganés,
indicando que nessa linhagem o manganés parece induzir autofagia, e que este processo
estaria contribuindo para a sobrevivéncia celular.

Como na linhagem HL-60 a dose de 1mM de 3-MA foi suficiente para observar o

efeito da autofagia, a linhagem Jurkat foi tratada apenas com essa dose. No entanto, essa
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linhagem se mostrou mais sensivel ao tratamento com o inibidor. Mesmo no estado basal
ImM do inibidor foi capaz de induzir um aumento de cerca de 10% na morte celular basal
da cultura. O mesmo aumento da morte celular € visto no tratamento concomitante com o
manganés, indicando a importincia da autofagia basal para a sobrevivéncia celular e que o

tratamento com manganés ndo induz um aumento desse processo (Figura 24B).
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Figura 24. Avaliacdo da morte celular autofagica apés tratamento com 100uM de

cloreto de manganés por 48h. As linhagens foram tratadas com as concentragdes

indicadas de 3-MA concomitantemente com 100uM de manganés por 48h e a porcentagem

de células com conteido de DNA subdiploide foi avaliada por citometria de fluxo.

Resultado respresentativo de dois experimentos.
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4.9. Manganés induz morte celular em diversas linhagens tumorais

Uma vez que ndo foi observado sinergismo entre baixas doses de manganés e
conhecidos quimioterdpicos, a citotoxicidade do manganés foi entdo analisada em maior
detalhe através da sua capacidade de induzir morte celular por apoptose em diversas
linhagens tumorais. Foram utilizadas linhagens de tumores s6lidos — A549 (carcinoma de
pulmdo), Dul45 (metéstase de carcinoma de prostata), A431NS (carcinoma epidermoéide de
vulva), C-33A (carcinoma de cérvice uterino), Caco-2 (adenocarcinoma colorretal), HelLa
(adenocarcinoma de cérvice uterino), HepG2 (carcinoma hepatocelular), MCF7
(adenocarcinoma de mama) e U-87 MG (glioblastoma) — e tumores hematopoiéticos — HL-
60 (leucemia promielocitica aguda), Jurkat (leucemia aguda de célula T), K-562 (leucemia
mieldide cronica) e Raji (linfoma de Burkitt). Todas as linhagens foram tratadas com a dose
de 100uM de manganés por 48h e a morte celular foi avaliada por citometria de fluxo apds
marcagdo com iodeto de propideo.

Como pode ser observada na figura 25, a apoptose induzida pelo manganés é
dependente do tipo celular e provavelmente das vias de sinalizacdo que se encontram
alteradas nessas linhagens tumorais. Pode-se perceber a presenca de trés grupos: um grupo
de linhagens extremamente sensivel ao tratamento, composto pelas linhagens C-33A e
Caco-2; um grupo que apresenta sensibilidade intermediaria, composto pelas linhagens de
tumores hematopoiéticos (HL-60, Jurkat, Raji e K562) e pelas linhagens Hela, HepG2 e
A431NS; e um grupo de cé€lulas resistentes, composto pelas linhagens A549, MCF7, Dul45

e Ug7.
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Figura 25. O manganés é capaz de induzir apoptose em diferentes linhagens tumorais.
(A) Apoptose induzida pelo manganés em linhagens de tumores sélidos. Experimento
representativo de trés experimentos independentes. (B) Apoptose induzida pelo manganés
em linhagens de tumores hematopoiéticos. Apds tratamento com 100uM de manganés por
48h, a fragmentacdo foi avaliada por citometria de fluxo. Os valores representam a

porcentagem média + SD das células com contetido de DNA subdipléide. (N = 3).
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4.10. A sensibilidade ou resisténcia das linhagens celulares ao

manganés € especifica

Com objetivo de avaliar se a sensibilidade das linhagens era especifica para o
manganés, ou se elas eram ja intrinsecamente sensiveis a qualquer tipo de tratamento, todas
as linhagens tumorais testadas para a sensibilidade ao manganés também foram tratadas
com 0s quimioterapicos vincristina e cisplatina. Os quimioterdpicos vincristina e cisplatina
foram escolhidos por terem mecanismos de acdo diferentes: o primeiro se liga
irreversivelmente aos microtibulos impedindo o progresso da mitose; € o segundo é um
agente que forma crosslinks no DNA impedindo a separagdo da dupla fita durante a
replicacdo.

Na figura 26A, pode-se observar a resposta das linhagens de tumores s6lidos ao
tratamento com 10uM de cisplatina. A linhagem HepG2 foi a mais sensivel, apresentando
uma incidéncia de apoptose de cerca de 50%. As linhagens Caco-2, C-33A, A431, Dul45 e
U87MG apresentam uma sensibilidade intermedidria, com 15% de incidéncia de apoptose.
As linhagens HeLLa, MCF7 e A549 nao apresentaram nenhuma alteracdo apds o tratamento
com essa concentracao de cisplatina.

As linhagens de tumores hematopoiéticos Jurkat e HL60 apresentaram uma
grande sensibilidade ao tratamento com cisplatina apresentando uma incidéncia de apoptose
em torno de 80 e 100%, respectivamente. As linhagens K562 e Raji apresentaram
incidéncia apoptose em torno dos 15% como as linhagens de tumores sélidos de

sensibilidade intermedidria (Figura 26B).
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O tratamento com 10nM de vincristina por 48h induziu morte celular bastante
intensa em grande parte das linhagens analisadas. Na figura 8A, pode-se observar que
apenas as linhagens HelLa e A549 se mostraram totalmente resistentes ao tratamento com
vincristina. As linhagens MCF7, US87MG e Dul45 apresentaram incidéncia de apoptose
entre 20 e 50%. Todas as outras linhagens de tumores s6lidos apresentaram incidéncia de
apoptose superior a 50% (Figura 27A).

As linhagens Jurkat e HL-60 apresentaram uma enorme sensibilidade ao
tratamento com vincristina apresentando incidéncia de apoptose em torno de 90%. A
linhagem K562 teve uma incidéncia de apoptose de cerca de 50% e a linhagem Raji foi a
mais resistente, exibindo uma incidéncia de apoptose em torno de 20% (Figura 27B).

Observando-se em conjunto as figuras 25, 26 e 27 nota-se que, embora as
linhagens Caco-2 e C33A sejam extremamente sensiveis ao manganés, elas ndo sdo
igualmente sensiveis ao quimioterdpico cisplatina. Em contraste, a linhagem Dul45,
embora bastante resistente ao tratamento com manganés, apresenta 50% das células com
conteido subdipléide de DNA apds o tratamento com vincristina. Esses resultados em
conjunto mostram que o manganés ativa vias de sinalizacdo especificas nessas linhagens

que as tornam especificamente sensiveis ou resistentes a0 manganés.
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Figura 26. A apoptose induzida pelo manganés nao se correlaciona com a apoptose
induzida pela cisplatina. (A) Apoptose induzida pela cisplatina em linhagens de tumores
s6lidos. (B) Apoptose induzida pela cisplatina em linhagens de tumores hematopoiéticos.
Ap6s tratamento com 10uM de cisplatina por 48h, o conteudo de DNA foi analisado por
citometria de fluxo. Os valores representam a porcentagem média + SD das células com

conteudo de DNA subdiploide. (N = 3).
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Figura 27. A apoptose induzida pelo manganés nao se correlaciona com a apoptose
induzida pela vincristina. (A) Apoptose induzida pela vincristina em linhagens de
tumores solidos. (B) Apoptose induzida pela vincristina em linhagens de tumores
hematopoiéticos. Apos tratamento com 10nM de vincristina por 48h, o conteido de DNA
foi analisado por citometria de fluxo. Os valores representam a porcentagem média + SD

das células com conteudo de DNA subdiploide. (N = 3).
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4.11. Expressdo diferencial de genes reguladores da apoptose entre

diferentes linhagens tumorais

Dentre as linhagens testadas para a sensibilidade ao manganés, foram selecionadas
duas com caracteristicas opostas para um estudo mais aprofundado: uma bastante sensivel,
C33A, e outra muito resistente ao tratamento, Dul45. Essas duas linhagens foram tratadas
por 16h com 100uM de manganés. A partir do RNA dessas culturas controle e tratadas
realizou-se PCR em tempo real para quantificar a expressao de alguns genes responsaveis
pela regulacdo da apoptose: Bel-xL e Bel-W, genes anti-apoptdticos da familia Bel-2; Bak e
Bax, genes pré-apoptoticos multi-dominios da familia Bcl-2; Bad e Noxa, genes pro-
apoptéticos BH3-only da familia Bcl-2; cIAP1 e cIAP2, pertencentes a familia das IAPs e,
portanto, com funcdo inibidora da apoptose; DR4 e DRS, receptores de morte do ligante
TRAIL; e TRAIL.

Os resultados das reacoes de PCR em tempo real apresentaram Otima
reprodutibilidade para cada replicata e diferentes amostras, e nenhum dos resultados
mostrados apresentou dimeros de oligonucleotideos ou outro contaminante. Alguns dos
genes ndo amplificaram em ambas as linhagens: o gene Noxa amplificou apenas na
linhagem Dul45; e o gene TRAIL que amplificou apenas na linhagem C33A. Quanto ao
gene cIAP2, € apresentado apenas o resultado da linhagem Dul45, porque a amplificacdo
na linhagem C33A apresentou dois picos de dissociagdo, o que poderia indicar a presenca
de uma isoforma exclusiva dessa linhagem. Os resultados mostram ainda que a maioria das
diferencas entre as linhagens estd na expressdo basal dos genes analisados, € nido na

regulacdo transcricional diferencial apds o tratamento com manganés.
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Por ser a resisténcia a apoptose uma das caracteristicas que uma célula normal deve
adquirir para se transformar em uma célula tumoral, € extremamente comum encontrar
nestas genes anti-apoptdticos superexpressos € genes pro-apoptoticos silenciados. Dessa
forma, ao se avaliar a expressdo génica de linhagens tumorais, uma informagdo bastante
relevante é o perfil de expressdo basal dos genes, ou seja, sem qualquer tratamento.
Inicialmente, portanto, comparou-se a expressao dos genes entre as amostras controle das
duas linhagens e foram observadas algumas diferengas significativas. O gene Bcl-xL se
encontra 3,7 vezes mais expresso na linhagem Dul45 do que na linhagem C33A (Figura
28A). Ja o gene anti-apoptético, Bcl-W, ndo mostrou diferenga de expressdo entre as duas
linhagens (Figura 28B). A expressdo basal de Bak ndo € diferente entre as duas linhagens,
no entanto, a proteina Bax encontra-se 28 vezes mais expressa na linhagem C33A do que
na linhagem Dul45 (Figuras 28 C e D). O gene Bad encontra-se 2,4 vezes mais expresso na
linhagem C33A (Figura 28E).

Ao se comparar a expressdao dos genes reguladores da apoptose que nio pertencem a
familia Bcl-2, observou-se que o gene clapl encontra-se seis vezes mais expresso na
linhagem Dul45 quando comparada a linhagem C33A (Figura 29A). Ndo se observou
diferengas significativas na expressdo dos genes DR4 e DRS entre as duas linhagens
(Figuras 29 C e D).

Em seguida, avaliou-se a modificacdo de expressdo induzida pelo tratamento com
manganés. Na linhagem C33A sdo encontradas diferencas significativas apenas na
expressao dos genes Bad e TRAIL. A linhagem C33A na situacdo controle expressa 2,5
vezes mais o gene Bad que a linhagem tratada (Figura 28E). A modificacdo de expressdao
do gene TRAIL ¢ ainda mais significativa, a linhagem na situacdo controle expressa 10

vezes mais o gene (Figura 29E). Além disso, apesar de ndo serem diferencas
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estatisticamente significativas, existem algumas diferencas de expressdo nos genes Bcl-W,
DRS, Bak e Bax. O tratamento com manganés parece induzir um aumento de 2,5 vezes na
expressao dos genes Bcl-W e DRS. Os genes Bak e Bax, por sua vez, apresentam expressao
4 e 2,6 vezes maior na cultura controle do que na cultura tratada, respectivamente (Figuras
28 Ce D).

A andlise da expressdo génica na linhagem Dul45, revelou que o gene Bcl-W tem
sua expressdo aumentada em cerca de 160 vezes apds o tratamento com manganés (Figura
28B). J4 o gene cIAP2 € 2,5 vezes mais expresso na cultura controle do que na cultura
tratada com manganés (Figura 29B). Apesar de ndo ter apresentado uma diferenca
estatisticamente significativa, o gene Noxa € 3 vezes mais expresso nos controles da
linhagem Dul45 do que nas culturas tratadas com manganés, indicando uma tendéncia para

a repressao da expressao deste gene (Figura 28F).
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Figura 28. Expressao de genes reguladores da apoptose pertencentes a familia Bcl-2.
(A) Bcl-xL; (B) Bcl-W; (C) Bak; (D) Bax; (E) Bad; (F) Noxa. Apds o tratamento das
linhagens C33A e Dul45 com 100uM de manganés por 16h, foi extraido seu RNA e
avaliada a expressao dos genes de interesse. Os gréficos representam os niveis de expressao
relativos aos genes normalizadores. * indicam as comparacdes em que p < 0,1. Os valores

representam a média dos niveis de expressdo normalizados + SE. (N = 4).
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Figura 29. Expressao de genes reguladores da apoptose nao-pertencentes a familia
Bcl-2. (A) cIAPIL; (B) cIAP2; (C) DR4; (D) DRS; (E) TRAIL. Apds o tratamento das
linhagens C33A e Dul45 com 100uM de manganés por 16h, foi extraido seu RNA e
avaliada a expressao dos genes de interesse. Os gréficos representam os niveis de expressao
relativos aos genes normalizadores. * indicam as comparacdes em que p < 0,1. Os valores

representam a média dos niveis de expressdo normalizados + SE. (N = 4).
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5. DISCUSSAO

Recentemente, diversos trabalhos na literatura t€ém mostrado o papel de metais na
inducdo de morte celular e seu papel como potenciais quimioterapicos (Wolf et al., 2007;
Franklin e Costello, 2009). Dessa maneira, torna-se interessante a investigacdo do
manganés como indutor de apoptose ou outros tipos de morte celular, ja& que ndo existem
muitos estudos a respeito dos efeitos anti-tumorais deste metal.

Schrantz et al. (1999) mostraram que o manganés € capaz de induzir apoptose em
diversas linhagens de células B, mas que falhou em induzir apoptose na linhagem mieldide
U937, indicando que a capacidade do manganés de induzir apoptose seria especifica para
linhagens daquela origem. Deste modo, decidimos avaliar a especificidade deste cation para
células B, através de ensaios de sensibilidade em outras linhagens celulares. Inicialmente,
investigamos as linhagens Jurkat e HL-60, como modelos de linfocitos T e mondcitos,
respectivamente. Demonstramos que outras linhagens de células hematopoiéticas também
sofrem apoptose apds exposicdo ao manganés e, assim como demonstrado por Schrantz et
al., a exposicdo a outros cdtions divalentes ndo tem o mesmo efeito. Mostramos ainda que o
efeito do manganés também € dose- e tempo-dependente e apresenta diversas
caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas cldssicas do processo de apoptose além de
ativacao de caspase.

Sengupta et al. (2007) mostraram que o manganés diminui a expressdo de genes
reguladores do ciclo celular e induz em astrdcitos um acimulo na fase S do ciclo celular. O
efeito do manganés no ciclo celular também foi mostrado por Zhao et al. (2008), onde o
tratamento da linhagem A549 com 500uM de manganés causa uma parada no ciclo celular

nas fases GO/G1 e S. Demonstraram ainda que o tratamento com manganés causa uma
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diminui¢do na expressdo de Cdk4, Cdk2 e ciclina A, bem como um aumento de p53 e
inibidor de CDK p21,0 que poderia ser responsavel pela parada no ciclo celular (Zhao et
al., 2008). No entanto, no presente estudo ndo observamos efeitos modulatérios do
manganés no ciclo celular, sugerindo que esse efeito pode ser especifico para cada tipo
celular, além de depender da concentracdo de manganés utilizada no tratamento das células.

Por ser a proteina anti-apoptética Bcl-xL extremamente potente, o seu efeito
protetor sobre a linhagem HL-60 apds o tratamento com o manganés era esperado. A
diminui¢do da citotoxicidade do manganés pela superexpressio de Bcl-xL € consistente
com os dados de Schrantz et al. (1999), que mostraram um efeito protetor de Bcl-2,
indicando que em ambos 0s casos a via mitocondrial de morte celular estd sendo ativada. A
diminui¢do do potencial de membrana mitocondrial e diminuicdo da forma inativa da
caspase-9 (procaspase-9) apds o tratamento com 0 manganés também indicam a ativagdo da
via mitocondrial. Esses dados diferem da morte celular induzida pelo manganés em células
HelLa, que parece ser independente da mitocondria, pois o tratamento com este metal ndo
leva a liberacdo de citocromo c, mas sim a um aumento do potencial de membrana
mitocondrial (Oubrahim et al., 2001), indicando mais uma vez que o efeito do manganés é
dependente do tipo celular estudado.

O tratamento com os inibidores DEVD-fmk, IETD-fmk e LEHD-fmk teve
resultados ndo esperados na linhagem HL-60. O tratamento com LEHD-fmk, inibidor de
caspase-9, parece nao ter tido qualquer efeito sobre a porcentagem de células com contetido
de DNA subdipléide. No entanto, o inibidor de caspase-8, IETD-fmk, parece ter inibido
20% da morte celular o que poderia indicar uma ativagcdo da via extrinsica da apoptose ou
uma ativacdo de caspase-8 independente de receptor de morte. De fato, El Mchichi et al.

(2007) demonstraram a ativacdo de caspase-8 independente de FADD apds o tratamento
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com manganés na linhagem de células B BL41, indicando que a caspase-8 poderia ser
ativada por uma via mitocondrial, embora sua ativa¢do nao tenha sido verificada por outras
técnicas. Ja a falta de resposta ao inibidor de caspase-9 poderia ter sido causada por uma
concentracdo insuficiente de inibidor ou uma superativacdo de caspase-9. Apesar de os
dados da literatura indicarem que a concentracdo de 20uM deste inibidor € suficiente para
inibir a ativacdo das caspases, o ideal é que a concentracdo de inibidores farmacolégicos
seja sempre ajustada por curva dose-resposta para cada célula.

O tratamento da linhagem Jurkat com os mesmos inibidores de caspases, DEVD-
fmk, IETD-fmk e LEHD-fmk, mostrou um efeito minimo destes na apoptose induzida pelo
manganés. Esses resultados poderiam indicar uma menor dependéncia das caspases na
morte celular induzida por manganés nesse tipo celular ja que, como visto pelas figuras 13
a 15, a ativagdo de caspases seria realmente menos pronunciada nessa linhagem quando
comparada com a HL-60.

O manganés € um metal normalmente téxico para o organismo. Testes com ratos
mostraram que, apds inje¢do intravenosa, o manganés € rapidamente transportado da
corrente sanguinea para 6rgaos como o cérebro (Maynard e Cotzias, 1955). Uma exposi¢cdo
exagerada a este metal, portanto, pode levar ao seu acimulo nesses 6rgaos e causar doengas
como o manganismo. Como a utilizagcdo de altas doses de manganés em um cendrio clinico
seria invidvel devido a citotoxicidade, seria extremamente interessante, portanto, que baixas
doses do manganés pudessem sensibilizar células tumorais ao tratamento com
quimioterdpicos ja utilizados na clinica. Existem trabalhos na literatura mostrando a
capacidade do manganés de potencializar a morte celular induzida por certas substancias,

como [-metil-4-fenilpiridinium (MPP") e dopamina (Wang e Zhu, 2003; Oikawa et al.,
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2006). No entanto, o tratamento combinado de 50uM de manganés com os quimioterapicos
vincristina e cisplatina nas linhagens HL-60 e Jurkat ndo mostrou efeito sinérgico. Os
quimioterdpicos testados, porém, conhecidamente ativam a via intrinseca de apoptose, via
que também se acredita ser a utilizada pelo manganés nas duas linhagens utilizadas para
estudo. Dessa forma, ainda seria interessante investigar a possibilidade do manganés
apresentar efeito sinérgico com outros quimioterdpicos que ativassem vias de morte celular
extrinseca, vias de estresse de reticulo ou até outros tipos de morte celular, como autofdgica
e necrotica.

Células tumorais, em geral, apresentam defeitos em vias de morte celular
apoptotica. Assim, as investigacdes de outras vias de morte celulares tém sido muito
incentivadas. Existem alguns trabalhos indicando que outras vias de morte celular podem
contribuir para morte celular induzida pelo manganés. Roth et al. (2000) demonstraram que
o manganés € capaz de induzir necrose na linhagem PC12 quando ha inibicdo geral de
caspases por zZVAD-fmk e DEVD-CHO, um inibidor seletivo de caspase-3, indicando uma
possivel contribuicdo de ambos processos para a morte celular. Outro estudo demonstra que
a morte induzida pelo manganés na linhagem NIH3T3 derivada de camundongos tem a
participacao de caspase-12 (Oubrahim et al., 2002), caspase esta que em camundongos esté
envolvida na via de apoptose iniciado por estresse de reticulo endoplasmaético. Tém surgido
ainda diversos trabalhos mostrando a importancia da morte celular autofdgica para prevenir
o desenvolvimento de tumores e a possibilidade da ativacdo desta via de morte como uma
alternativa na terapia do cancer. Portanto, decidiu-se investigar a morte celular autofagica
induzida por manganés ja que ndo existem trabalhos estudando esse tipo de morte celular

apds o tratamento com manganés. De acordo com os dados mostrados, a inibi¢do da
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autofagia com 3-MA concomitantemente com o tratamento com manganés na linhagem
HL-60 aumenta o percentual de células com contetido de DNA subdipldide de modo que a
autofagia parece ter um efeito protetor nessa linhagem. Os resultados da linhagem Jurkat
mostram que o tratamento dessa linhagem com baixas doses do inibidor ja é capaz de
induzir uma significativa morte celular, indicando que a autofagia em niveis basais €
essencial para a sobrevivéncia celular. De fato, seria esperado que linhagens diferentes ndo
tivessem os mesmos niveis basais de autofagia e nem a mesma sensibilidade ao tratamento
com inibidores.

Apesar de todas as linhagens hematopoiéticas testadas serem sensiveis ao
manganés, seria ainda mais interessante investigar linhagens de outros tipos celulares para
tentar encontrar linhagens especificamente sensiveis ou resistentes a0 manganés. Com esse
objetivo, treze linhagens foram estudadas e comparadas para a sensibilidade ao manganés.
Duas linhagens demonstraram grande sensibilidade ao manganés: C33A e Caco-2. Essa
sensibilidade ndo se correlaciona com a sensibilidade das mesmas linhagens aos
quimioterdpicos cisplatina e vincristina, indicando que essas linhagens sdo especificamente
mais sensiveis ao tratamento do manganés. Em contraste, as linhagens Dul45, US7TMG,
MCF7 e A549 demonstraram grande resisténcia ao tratamento com manganés.

Os experimentos realizados para deteccdo da apoptose apds o tratamento com
manganés foram realizados em sua maioria 48 horas apds a adicdo do cétion e quando a
andlise foi feita apds 24 horas de tratamento, o percentual de células com contetido de DNA
subdipléide estava apenas ligeiramente superior ao controle. Isso sugere que a apoptose
induzida pelo manganés exige a producdo de novas proteinas, indicando a possibilidade de
uma regulacdo transcricional de genes reguladores da apoptose. Nado existe nenhum

trabalho na literatura mostrando a expressdo de genes reguladores da apoptose nas
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linhagens selecionadas para o estudo e poucos trabalhos utilizam linhagens provenientes
dos mesmos tecidos tumorais, carcinoma de prostata e carcinoma de cérvice, indicando que
os resultados desse trabalho podem ser extremamente importantes para direcionar estudos
futuros. Com relagdo a0 manganés, os Unicos trabalhos que avaliam expressao génica foram
realizados em linhagens de células provenientes do sistema nervoso para avaliar a
expressao de genes inflamatérios (Filipov et al., 2005; Chen et al., 2006; Sengupta et al.,
2007).

Assim, para os experimentos posteriores foram selecionadas duas linhagens, uma
apresentando sensibilidade e outra resisténcia, com o objetivo de se avaliar a expressdo de
genes responsdveis pela regulacdo da apoptose antes e apds o tratamento com 0 manganés.
Entre as linhagens sensiveis, foi escolhida a linhagem C33 A por ndo existirem trabalhos na
literatura avaliando expressao génica dos genes estudados.

Foram encontradas quatro linhagens resistentes ao tratamento com manganés:
Dul45, US7MG, MCF7 e A549. A resisténcia da linhagem A549 se repetiu apds o
tratamento com as drogas cisplatina e vincristina, indicando que essa linhagem apresenta
algum mecanismo bastante forte para inibir a morte celular que ndo € especifica para o
manganés. De fato, Zhao et al. (2008) mostraram que o manganés s foi capaz de induzir
apoptose na linhagem A549 apds o tratamento com 2mM, indicando que a linhagem ¢é
realmente bastante resistente. Além disso, na literatura existem trabalhos mostrando a
superexpressdo de alguns genes anti-apoptdticos, como Bcl-2, Bcl-xL e Mcl-1, em
linhagens de cancer de pulmao de células ndo pequenas, caso da A549 (Song et al, 2005).
Apesar da linhagem MCF7 também ter demonstrado resisténcia ao tratamento pela técnica
utilizada, uma avaliacdo da cultura pelo microscopio mostrou que existe uma grande

diminuicdo do nuimero de células apds o tratamento com manganés. Dessa forma, o
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resultado encontrado pode ser explicado pelo fato de essa linhagem apresentar mutagdo na
caspase-3, responsdvel pela fragmentacdo do DNA ao clivar o inibidor de CAD, impedindo
a detec¢do da morte celular através da avaliacio de conteddo subdipléide de DNA. E
possivel ainda que a mutacdo na caspase-3 impeca a morte celular por apoptose e essa
linhagem inicie um outro processo de morte celular, de forma que pode ser um modelo
interessante a ser estudado no futuro. A linhagem U887MG € oriunda de glioblastoma e ja
existem estudos utilizando a linhagem para o tratamento com manganés e mostrando que a
inducdo de morte celular por este metal nessas linhagens ocorre pela exposicdo a doses
cerca de dez vezes maiores que a utilizada nesse trabalho (Puli et al., 2006). J4 a linhagem
Dul45 parece ter um mecanismo de resisténcia mais especifico para o0 manganés quando se
analisa o tratamento com outras drogas, além de existirem poucos trabalhos de expressao de
genes apoptoticos, sendo por esses motivos selecionada para os estudos posteriores.

No presente trabalho, observou-se que, ao se comparar as linhagens Dul45,
resistente ao tratamento com manganés, com a linhagem C33A, sensivel ao tratamento com
manganés, hé diferenca na expressdo dos genes Bcl-xL, Bax, Bad e cIAP1. Os genes anti-
apoptoticos Bcl-xL e cIAP1 encontram-se mais expressos na linhagem Dul45, e os genes
pro-apoptéticos Bax e Bad encontram-se mais expressos na linhagem C33A. Esses
resultados correlacionam com a resisténcia ou sensibilidade das linhagens ao tratamento
com manganés, de forma que esses genes merecem ser estudados com mais aten¢do no
futuro em outras linhagens provenientes dos mesmos tecidos tumorais para avaliar o seu
potencial como fatores preditivos de resposta ao tratamento com quimioterapicos.

O gene Bcl-xL estd 3,7 vezes mais expresso na linhagem Dul45 do que na
linhagem C33A. J4 foi demonstrado que existe uma superexpressdo do gene Bcl-xL em

diversos tumores e que, em linhagens de carcinoma de prdéstata, a inibicdo da expressdao
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desse gene por RNA de interferéncia seria capaz de induzir significativa apoptose (Wang et
al., 2008). Castilla et al. (2006) demonstraram ainda que Bcl-xL consegue promover a
sobrevivéncia celular através de interacdo com Bak. Esse grupo mostrou que apds
tratamento da linhagem de carcinoma de préstata LNCaP com camptotecina, inibidor da
topoisomerase I, a interacdo de Bcl-xL com Bak desaparecia, ocorria diminuicdo da
expressao de Bcl-xL e aumento de Bak com um progresso da apoptose, fornecendo um
modelo em que Bcl-xL exerceria um efeito inibitério em Bak via heterodimerizacio
(Castilla et al., 2006). De fato, na linhagem Dul45 a expressdao de Bcl-xL € maior do que a
expressdo de Bak mesmo apds o tratamento com manganés, indicando que a resisténcia da
linhagem Dul45 poderia ser explicada pela manutencdo do desbalanco entre Bcl-xL e Bak,
sendo favorecida a sobrevivéncia celular sinalizada por Bcl-xL.

Na linhagem Dul45, o tratamento com manganés levou a uma diminui¢do de Bcl-
xL. sem alteracdo de Bax e Bak. De acordo com esses resultados, Liu e Stein (1997)
também observaram que o tratamento com 10nM de Taxol da linhagem levava, apds 24h, a
diminui¢do da expressdo de Bcl-xL na auséncia de alteracdo dos niveis de Bax, Bak e Bcl-
2. Em contraste, esse mesmo grupo mostrou que o tratamento da linhagem LNCaP com
estramustina induziu apoptose, mas ndo estava associada com mudancas no nivel
intracelular das proteinas Bcl-xL ou Bax (Liu e Stein,1997). Esses resultados em conjunto
revelam que cada quimioterdpico € capaz de ativar vias de sinalizacdo diferentes e alterar
de maneira bem particular a expressdo de genes pro- e anti-apoptoéticos. Portanto, estudos
de expressdo génica apds o tratamento com agentes quimioterdpicos citotoxicos sao
extremamente interessantes porque podem levar ao desenvolvimento de tratamentos que
combinam de forma apropriada esses agentes para criar um cendrio de genes expressos que

melhorem ainda mais a resposta ao tratamento.
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A expressdao de Bcl-W na linhagem Dul45 sofre aumento de 160 vezes apds o
tratamento com manganés e pode ser importante para o fendmeno de resisténcia da
linhagem. Apesar de ndo existirem trabalhos descrevendo a expressdo desse gene em outras
linhagens de carcinoma de prostata, a proteina Bcl-W estd normalmente superexpressa em
células de carcinoma coloretal. Lapham et al. (2009) demonstraram ainda que seu promotor
¢ ativado pela beta-catenina/TCF4, cuja ativacdo estd abaixo da via de sinalizacdo Wnhnt.
Mutacdes em diversos componentes da via wnt/beta-catenina foram identificadas em quase
todos os canceres humanos e jia foi amplamente correlacionada na literatura ao
desenvolvimento do carcinoma de prostata (Robinson et al., 2008). Seria agora
extremamente importante investigar se a beta-catenina também € responsavel pelo aumento
de expressdao de Bcl-W na linhagem Dul45 e como o manganés levaria a sua ativacdo, para
avaliar a combinacdo de manganés e outros quimioterdpicos a que essa linhagem também
seria resistente, com inibidores dessa via de sinalizagao.

Apesar do tratamento com manganés induzir apoptose eficientemente na linhagem
C33A, o tratamento induz uma diminui¢cdo nos niveis de expressdo de Bak e Bax. Um
estudo de Nair et al. (2008) também mostrou uma reducdo nos niveis do RNA de Bax na
linhagem C33A apds o tratamento combinado de plumbagina e radia¢do. Essa combinagdo
induziu ativacao de caspase-3 na linhagem C33A, confirmando que a plumbagina associada
a irradiacdo induz morte celular por vias dependentes de caspase. No entanto, esse grupo
observou que apesar da diminuicio do RNA de Bax, os niveis da proteina se mantiveram
inalterados. Dessa maneira, € interessante investigar o que acontece com os niveis das
proteinas de todos os genes estudados apds o tratamento com manganés € observar se as
modificagdes de expressdo génica correlacionam-se com a expressdo protéica. Mesmo que

ocorra uma diminuicdo da expressdo protéica Bax e Bak, um aumento na expressdo de
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proteinas pré-apoptdticas BH3-only poderia ser suficiente para alterar o balanco das
proteinas da familia Bcl-2 a favor da morte celular.

Com relacdo ao gene BAD, parece controverso sua expressdo diminuir apds o
tratamento na linhagem sensivel e aumentar, mesmo que sutilmente, na linhagem resistente.
No entanto, foi recentemente demonstrado que no cincer de prostata a proteina pro-
apoptotica BAD € capaz de integrar diversas vias de sinalizacdo anti-apoptéticas (Smith et
al., 2009). A ativacdo de vias de sinalizacdo como EGFR e PI3K levaria a fosforilagcao de
BAD e inibicdo da apoptose. Nesse sentido, em diversos carcinomas de prdstata os niveis
da proteina BAD encontram-se aumentados e estudos mostram que a expressdo da proteina
aumenta o crescimento do tumor (Smith et al., 2009). Smith et al. (2009) sugerem que a
expressdao aumentada de BAD confere vantagem proliferativa aos tumores, enquanto sua
defosforilacdo aumenta a sensibilidade dessas células a apoptose. Dessa maneira, ndo € a
expressdao de Bad, mas sim seu estado de fosforilagdo que € realmente importante para
entender qual papel estd desempenhando na célula.

O receptor de morte DRS tem sua expressdo aumentada em 2,5 vezes apds o
tratamento com manganés, enquanto a expressdo de TRAIL diminui consideravelmente.
Kendrick et al. (2008) demonstraram por imunohistoquimica um aumento na expressao de
DRS5 em tumor apds o tratamento com cisplatina por 24h. Dessa forma, testaram a
citotoxicidade do anti-DR5, TRA-8, sozinho ou em combinacdo com cisplatina e
demonstraram que a combinac¢do do anti-DR5 com cisplatina apresentou efeito aditivo em
86% dos pacientes (Kendrick et al., 2008). Além disso, o inibidor de Bcl-2, ABT-737,
também € capaz de aumentar a expressao do receptor DRS colaborando para tornar células,
antes resistentes, em susceptiveis ao tratamento com TRAIL (Song et al., 2008). Esses

resultados apontam para a possibilidade de um tratamento combinado do manganés e anti-
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DRS em linhagens de carcinoma de cérvice caso o manganés tenha o mesmo efeito de
inducdo de anti-DRS em outras linhagens. Embora, TRAIL e seus receptores venham
ganhando um lugar de destaque cada vez maior no tratamento do cancer esses dados devem
ainda ser analisados de uma maneira mais criteriosa. A morte celular induzida por TRAIL
depende de um balango entre a expressdo dos receptores DR4 e DRS, e de seus receptores
decoy, que ndo sdo capazes de transmitir sinais através da membrana celular. Além disso,
mesmo os tradicionais receptores de morte de TRAIL, DR4 e DRS, sdo capazes de
transmitir sinais de sobrevivéncia celular tornando sua sinaliza¢do ainda mais complexa.

Dois grupos que utilizaram a linhagem Dul45 como modelo para o carcinoma de
prostata no intuito de investigar compostos que pudessem induzir morte celular mostraram
que hd um aumento bastante proeminente na expressdo de Bax apds o tratamento com 0s
compostos, e que havia grande inducdo de apoptose (Shi et al, 2003; Chang et al., 2006).
Esses resultados em conjunto indicam que Bax pode ter grande importancia para a indugdo
de morte celular na linhagem Dul45. Como o tratamento com manganés da linhagem
Dul45 ndo induziu aumento de expressdo de Bax ou outros genes pré-apoptéticos, esse
pode ser um dos motivos da resisténcia da linhagem. Talvez a expressao ectdpica de Bax ou
o tratamento combinado com compostos que induzam sua expressido possam tornar a
linhagem sensivel a0 manganés e apresentar efeito sinérgico.

Apesar de a expressdo de cIAP1 na linhagem Dul45 ter sido muito mais
expressiva do que na linhagem C33A, existem trabalhos na literatura mostrando a
expressao aumentada desse gene, causada por amplificagdo, em carcinoma de cérvice e que
a expressdo de cIAP1 poderia ser um marcador preditivo de resisténcia a radioterapia
(Imoto et al., 2002). Como se trata de uma andlise comparativa, cabem ainda maiores

pesquisas para avaliar se clAP1 estaria superexpresso na linhagem C33A quando
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comparada com outros tumores, € se, em carcinomas de prdstata, cIAP1 também esta
normalmente superexpresso e se poderia ser considerado um fator preditivo de resisténcia
ao tratamento com quimioterapicos.

Embora o tratamento com manganés na linhagem Dul45 tenha levado a diminuig¢ao
da expressdo de genes anti-apoptéticos como clAP1 e cIAP2, essa linhagem foi resistente
ao tratamento com manganés. Esse resultado estd de acordo com Gill ef al. (2009), que
mostrou que o knockdown de clAP1, cIAP2 e XIAP ndo era capaz de sensibilizar a
linhagem de carcinoma de prdstata PC3 a morte celular induzida por etoposideo ou
tunicamicina, embora pudesse sensibilizar ao tratamento com TRAIL. Além disso, apesar
da linhagem Dul45 expressar os receptores DR4 e DRS, ndo foi possivel detectar expressao
do ligante TRAIL. Esses dados em conjunto refor¢cam o potencial do tratamento combinado
do manganés com TRAIL na linhagem Dul45.

Nao houve amplificacdo dos genes Noxa ou cIAP2 na linhagem de céancer de
cérvice C33A. De fato, ndo existem trabalhos na literatura dando suporte para a expressao
ou funcionalidade dessas proteinas nesse tipo de tecido.

O manganés parece ser um potente indutor de morte celular. Desvendar os
mecanismos moleculares responsdveis pela sensibilidade ou resisténcia ao seu tratamento
pode ajudar o desenvolvimento de terapias direcionadas para tumores com defeitos
especificos em vias de morte. Mesmo que exista a possibilidade do manganés ndo poder vir
a ser utilizado como tratamento de qualquer tumor devido a sua citotoxicidade, o estudo de
novas vias de regulacdo da apoptose € extremamente importante para o desenvolvimento de

compostos destinados a interferir nas via de interesse.
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6. CONCLUSOES

v" O manganés é capaz de induzir apoptose ndo apenas em linfGcitos B, como em

diversas linhagens de tumores hematopoiéticos e solidos.

v" A morte celular induzida pelo manganés em células HL-60 e Jurkat apresenta
caracteristicas tipicas de apoptose como perda do potencial de membrana mitocondrial,
exposicao de fosfatidilserina, ativacdo de caspase-3/7, clivagem de substratos de caspases,

clivagem internucleossomal de DNA, e mudancga da morfologia celular.

v" A morte celular induzida por manganés pode ser inibida pela superexpressio de

Bcel-xL.

v' A sensibilidade das diferentes linhagens ao tratamento com manganés é

diferente e dependente da dose.

v" O manganés ndo é capaz de interferir no ciclo celular da linhagem Jurkat e HL-

60.

v O tratamento combinado de doses subtéxicas do manganés com baixas doses de
quimioterdpicos utilizados na clinica ndo apresenta efeito sinérgico na inducdo de morte

celular.

v Na linhagem HL-60, o tratamento com manganés parece induzir autofagia como

uma tentativa de salvar a célula da morte.

v" O manganés é um agente indutor de morte extremamente potente das linhagens
Caco-2 e C33A. Essa morte induzida pelo manganés ndo se deve a uma maior sensibilidade

intrinseca da célula a qualquer tratamento.
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CONCLUSOES

v A linhagem C33A expressa grandes quantidades de Bax e Bad em comparagio

com a linhagem Du145.

v' A linhagem Dul45 expressa niveis maiores de Bcl-xL e cIAP1 do que a

linhagem C33A.

v O tratamento da linhagem C33A com manganés leva a diminuigdo da expressio

do genes pré-apoptoéticos Bak, Bax, Bad e Trail, e aumento da expressdo de Bcl-W e DRS.

v Na linhagem Dul45, o manganés induz um aumento na expressdo de Bcl-W e

diminui¢do na expressdo de Noxa e Ciap2.
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