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Morte Celular Induzida pelo Manganês em Linhagens Tumorais 

 

Resumo 

 

Érika Carvalho Silva 

 

Câncer é um grupo de doenças caracterizadas por modificações genéticas que levam ao 
desbalanço entre sobrevivência e morte celular, causando um acúmulo de células anormais. 
Por este motivo, grande parte das terapias atuais para o tratamento do câncer tem como 
objetivo a indução de apoptose de células tumorais. Vários metais são citotóxicos e 
induzem morte celular. O manganês é um desses metais, mas seus mecanismos de ação 
ainda não estão definidos. Dessa maneira, esse trabalho tem como objetivo investigar a 
indução de morte celular pelo manganês em células tumorais e seus mecanismos. 
Inicialmente, verificou-se a capacidade do manganês de induzir apoptose em linhagens 
tumorais hematopoiéticas por citometria de fluxo e western-blot. A superexpressão de Bcl-
xL foi capaz de bloquear a morte celular induzida pelo manganês, indicando uma 
dependência da via apoptótica mitocondrial. O manganês não foi capaz de interferir no 
ciclo celular das linhagens utilizadas e nem apresentou efeito sinérgico com os 
quimioterápicos cisplatina e vincristina. Em seguida, analisou-se o nível de sensibilidade ao 
manganês de treze linhagens tumorais de diferentes tecidos, a fim de identificar linhagens 
mais sensíveis ou resistentes ao manganês. As linhagens C33A e Du145 demonstraram 
específica sensibilidade e resistência ao tratamento, respectivamente, e foram selecionadas 
para análise da expressão gênica de genes reguladores da apoptose por qPCR. Como 
resultado, observou-se que na linhagem C33A o mRNA dos genes pró-apoptóticos BAX e 
BAD é, respectivamente, 28 e 2,4 vezes mais expresso que na linhagem Du145. Em 
contrapartida, a linhagem Du145 expressa 3,7 e 6 vezes mais os genes anti-apoptóticos Bcl-
xL e cIAP1, respectivamente, do que a linhagem C33A. Esses resultados indicam 
potenciais moléculas que podem estar envolvidas na resposta não só ao manganês como a 
outros quimioterápicos. Além disso, após o tratamento com manganês, a expressão de 
TRAIL na linhagem C33A é reduzida 10 vezes e a de BAD 2,5 vezes. Na linhagem Du145, 
ocorre um aumento de 160 vezes na expressão de Bcl-W e redução de 2,5 vezes de cIAP2. 
Assim, o manganês é capaz de induzir morte celular apoptótica em linhagens tumorais 
específicas e nossos resultados indicam um papel em potencial dos genes diferencialmente 
expressos nas duas linhagens e em resposta ao tratamento com manganês, de forma que 
uma avaliação mais aprofundada do papel de cada um pode levar ao desenvolvimento de 
novas estratégias terapêuticas para o câncer. 
 
Palavras-chave: Morte celular, apoptose, manganês 
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Cell death induced by manganese in cancer cell lines 

 

Abstract 

 

Érika 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 Du145 
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 Du145 cell line. In contrast, Du145 expresses 3,7 and 6 fold 
more Bcl-xL and cIAP1, 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 Du145, 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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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Morte celular programada 

Uma relação apropriada entre sobrevivência e morte das células que compõem 

nosso organismo é crucial durante o desenvolvimento embrionário e fundamental para a 

manutenção da homeostase em indivíduos adultos. Dessa maneira, uma alteração desse 

balanço em qualquer direção pode causar doenças graves. Neste sentido, o bloqueio do 

processo natural de morte celular pode contribuir para o aparecimento de tumores ou 

doenças auto-imunes.  

Nas últimas décadas, o termo morte celular programada foi considerado um 

sinônimo de apoptose, um processo de morte caracterizado por mudanças morfológicas 

como diminuição do volume celular, condensação da cromatina, e desintegração da célula 

em fragmentos chamados corpos apoptóticos 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 caótica caracterizada por edema celular e rompimento da 

membrana celular levando à liberação dos componentes intracelulares e resposta 

inflamatória tecidual (Bröker et al., 2005). 

Recentemente, a clássica dicotomia apoptose e necrose é evidenciada como uma 

simplificação de processos altamente sofisticados que preservam o organismo da geração e 

propagação de células indesejáveis e/ou potencialmente perigosas. Assim, a nomenclatura 

mais recente descreve quatro tipos de morte celular programada: apoptose; morte celular 

autofágica; necrose, não sendo mais descrita como um fenômeno passivo; e cornificação, 

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

A apoptose é 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 características morfológicas, como diminuição do volume 

celular, condensação nuclear e fragmentação celular em corpos apoptóticos. 

A apoptose pode ser iniciada por diferentes estímulos como, por exemplo, privação 

de fatores de crescimento, sinalização proveniente de outras células ou alguma forma de 

dano/estresse celular. Existem duas vias apoptóticas principais, denominadas Via Intrínseca 

e Via Extrínseca (Amarante-Mendes & Green, 1999). No primeiro caso, estímulos 

provenientes do interior das células, como por exemplo, lesões no RNA ou DNA, 

desestruturação do citoesqueleto, alterações no retículo endoplasmático ou modificações 

citoplasmáticas são capazes de induzir apoptose através da indução da liberação de 

citocromo c da mitocôndria para o citosol. O citocromo c liberado é capaz de formar um 

complexo heptamérico com as proteínas Apaf-1 e caspase-9 e dATP, conhecido como 

apoptossomo. Somente no contexto deste complexo, moléculas de caspase-9 são capazes de 

ativar proteoliticamente as caspases efetoras –3, –6 e –7, resultando na clivagem de 

substratos específicos e nas mudanças morfológicas e bioquímicas que caracterizam a 

apoptose. Por outro lado, a presença de proteínas da família do fator de necrose tumoral 

(FasL, TNF-α e TRAIL) no espaço extracelular pode desencadear, através da estimulação 

de seus receptores específicos denominados receptores de morte (Fas, TNFRI e DR4/DR5, 

respectivamente), uma cascata bioquímica que se inicia pela ativação das caspases-8 e -10. 
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Estas caspases iniciadoras podem ativar diretamente as caspases efetoras, ou integrar as 

duas vias de sinalização apoptótica, clivando a proteína pró-apoptótica Bid, a qual irá se 

deslocar do citosol para a mitocôndria, ativando a Via Intrínseca como descrito acima. Bid 

é um dos membros da família Bcl-2, que será mais bem descrita a seguir (Figura 1). 

 

Figura 1. As duas principais vias apoptóticas. A via extrínseca é ativada por ligantes 

provenientes do meio extracelulares que ativam as caspases iniciadoras –8 e –10 através da 

interação com os receptores de morte. A via intrínseca é ativada por estímulos 

intracelulares, como dano ao DNA, que levam um sinal à mitocôndria, levando a sua 

permeabilizaçao e liberação de proteínas pró-apoptóticas com posterior ativação da 

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

levam à apoptose (Hengartner, 2000). 

Substratos Apoptóticos 

Dano no DNA 



____________________________________________________________INTRODUÇÃO 

 29

A maioria das mudanças morfológicas observadas por Currie em 1972 foram 

associadas à ativação de cisteína proteases especificamente ativadas em células apoptóticas. 

Essas proteases são homólogas entre si e são parte de uma família de proteínas conhecidas 

como caspases. Caspases são altamente específicas e clivam seus substratos após um 

tetrapeptídeo específico (P4-P3-P2-P1), onde P1 é um resíduo de ácido aspártico. Os outros 

aminoácidos são específicos para cada caspase da família. As caspases são sintetizadas 

como enzimas precursoras inativas, ou proenzimas, e têm uma estrutura de domínios 

similar compreendendo um pro-peptídeo seguido por subunidades grandes e pequenas. O 

pro-peptídeo pode ter comprimento variável e, no caso de caspases iniciadoras, pode ser 

usado para recrutar enzimas ou formar uma estrutura de ativação como o apoptossomo. 

Dois pro-peptídeos distintos foram identificados, o CARD (caspase recruitment domain) e 

o DED (death effector domain), que normalmente facilitam a interação com proteínas que 

contêm os mesmos motivos (Taylor et al., 2008). 

Essas proteases estão normalmente inativas dentro da célula saudável, mas em 

resposta a estímulo apoptótico são convertidas em enzimas ativas. A ativação das caspases 

é normalmente iniciada por processamento proteolítico entre as subunidades grandes e 

pequenas para formar um heterodímero. Esse evento de processamento rearranja o sítio 

ativo das caspases na sua conformação ativa. Elas funcionam tipicamente como 

heterotetrâmeros, que são formados pela dimerização de dois heterodímeros. As caspases 

podem ser subdivididas entre iniciadoras, que são capazes de se auto-ativar e iniciar 

processamento proteolítico de outras caspases; e efetoras, que são ativadas por outras 

caspases (Figura 2). As caspases efetoras clivam a grande maioria de substratos durante a 

apoptose. Já as caspases iniciadoras podem ser ativadas por clivagem proteolítica induzida 

por proximidade através de oligomerização dos receptores de morte causada pelo ligante no 
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caso da via extrínseca, ou através da formação do apoptossomo na via intrínseca, em que o 

citocromo c mitocondrial se associa a Apaf-1, dATP e 7 dímeros de caspase-9 (Taylor et 

al., 2008). 

 

 

Figura 2. Mecanismos de ativação de caspase. (a) Clivagem proteolítica por uma caspase 

iniciadora. Esse mecanismo é bastante efetivo e unidirecional. (b) Clivagem proteolítica 

por proximidade. Nesse mecanismo, recrutamento ou agregação de múltiplas moléculas de 

procaspase-8 resulta em ativação cruzada. (c) Formação de holoenzima. A oligomerização 

dependente de ATP de Apaf-1 e citocromo c permite o recrutamento de procaspase-9 em 

um complexo chamado de apoptossomo. Ativação da caspase-9 é mediada por mudança 

conformacional e não proteólise (Hengartner, 2000). 

Caspase ativa 
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1.1.1.1. Via Extrínseca 

Uma subfamília da superfamília de receptores de fator de necrose tumoral (TNF-R) 

pode recrutar e ativar caspases em resposta a sinais extracelulares específicos. Como a 

conseqüência do recrutamento de caspases geralmente é a morte celular, esses receptores 

são conhecidos como receptores de morte. No entanto, eles também podem 

alternativamente transmitir sinais de sobrevivência ou diferenciação. Membros da família 

de receptores TNF compartilham domínios extracelulares ricos em cisteínas. Além disso, os 

receptores de morte são definidos por um domínio citoplasmáticos de aproximadamente 80 

aminoácidos chamado domínio de morte (DD), que tem papel crucial na transmissão do 

sinal de morte da superfície da célula para vias de sinalização intracelulares (Contassot et 

al., 2007). 

Até o momento, oito receptores de morte foram identificados: Fas (CD95, Apo-1), 

TRAIL-R1 (DR4) e 2 (DR5, Apo-2), TNF-R1, TRAMP (WSL-1, Apo-3), EDAR, p75NTR, 

e DR6. Apesar de seus nomes, nem todos esses receptores induzem morte celular 

apoptótica. De fato, cada receptor pode disparar vias de sinalização específicas. A via de 

sinalização de morte prototípicas desses receptores é a via disparada por Fas. Após 

exposição ao seu ligante, o receptor multimeriza, recrutando a proteína adaptadora FADD 

através de interação homotípica de seus DDs (Schulze-Osthoff  et al., 1998). FADD, por 

sua vez, liga a caspase-8 por interação homotípica entre seus domínios efetores de morte 

(DED). O complexo resultante é chamado de complexo de sinalização indutor de morte 

(DISC). O recrutamento de caspase-8 através de FADD no DISC leva ao 

autoprocessamento da caspase-8, evento responsável pela sua ativação (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 conseqüência da clivagem de várias 

proteínas vitais por estas caspases efetoras (Fischer et al., 2003). 

TRAIL é um dos ligantes que mais tem atraído atenção nos últimos 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 expressão dos 

receptores TRAIL–R1 (DR4) e –R2 (DR5), que são capazes de transduzir um sinal de 

morte celular, e uma menor expressão TRAIL–R3 e –R4, conhecidos como decoy e não são 

capazes de transduzir sinal de morte através da membrana. Os receptores mais bem 

estudados são DR4 e DR5, que podem transduzir sinais pró-apoptóticos, mas também 

sinais não-apoptóticos. Ainda não foi descrito como a célula escolhe entre os dois tipos de 

sinalização (Falschlehner et al., 2007). 

 

1.1.1.2. Via Intrínseca e a família Bcl-2 

A liberação de citocromo c da mitocôndria para o citosol é fundamental para a 

formação do apoptossomo e subseqüente ativação de caspases na via de apoptose 

intrínseca. O mecanismo pelo qual ocorre a liberação do citocromo c ainda é controverso, 

mas existem inúmeras evidências de que os membros da família de proteínas Bcl-2 são 

mediadores chave para essa liberação no contexto do estímulo apoptótico. A família de 

proteínas Bcl-2 é composta por inúmeros membros que, de acordo com sua estrutura e 

função, podem ser divididos em três subfamílias. Uma delas é a subfamília dos membros 

anti-apoptóticos, que apresentam quatro domínios de homologia à Bcl-2 (Bcl-2 homology – 

BH1-4) e tem como membros as proteínas Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-W, Mcl-1, Bcl2A1 e Bcl-B. 

As duas outras subfamílias são compostas por membros pró-apoptóticos, que podem ter três 



____________________________________________________________INTRODUÇÃO 

 33

domínios BH (BH1-3), como Bax, Bak e Bok, ou apenas o domínio BH-3, chamadas de 

BH3-only, como Bim, Bad, Bik, Bid, Noxa, Puma, Bmf e Hrk (Figura 3) (Taylor et al., 

2008). 

As proteínas responsáveis pela permeabilização da membrana externa mitocondrial 

são Bax e Bak, e sua atividade seria controlada pelos membros anti-apoptóticos e BH3-only 

de maneiras distintas. Em células saudáveis, Bax existe como um monômero citosólico 

(Hsu e Youle, 1998), enquanto Bak reside na membrana externa mitocondrial onde parece 

estar ligado a Mcl1 (Cuconati et al., 2003) e Bcl-xL(Willis et al., 2005). Na ausência de 

estímulo apoptótico, acredita-se que os membros anti-apoptóticos da família impeçam a 

permeabilização mitocondrial pelos membros pró-apoptóticos Bax e Bak através de uma 

interação direta entre essas proteínas. Após a indução de apoptose, membros pró-

apoptóticos BH3-only seriam capazes de se ligarem a uma cavidade hidrofóbica formada 

pelos domínio BH1-3 nos membros anti-apoptóticos, liberando as proteínas Bax e Bak da 

inibição. Bax sofreria uma mudança conformacional, integrando a membrana externa 

mitocondrial através de seu C-terminal (Cartron et al., 2002) onde oligomerizaria assim 

como Bak. Acredita-se que a oligomerização de Bax e Bak cause a permeabilização da 

membrana externa mitocondrial ou ativação das proteínas responsáveis pela 

permeabilização mitocondrial permitindo o efluxo de proteínas apoptóticas para o citosol 

(Hunter et al., 2007). Com base nesse modelo, as proteínas BH3-only parecem ser 

iniciadoras da apoptose em resposta a dano intracelular mas não podem induzir morte 

celular na ausência de Bax e Bak. Além desse modelo, atualmente já 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. Família de proteínas Bcl-2. Os membros da família Bcl-2 podem ser divididos 

em três grupos de acordo com sua estrutura e função. Os membros anti-apoptóticos 

normalmente contêm quatro domínios BH. Os membros pró-apoptóticos multi-domínios 

não apresentam o domínio BH4. Finalmente, existem os membros pró-apoptóticos BH3-

only que apresentam apenas o domínio BH3 (Taylor et al., 2008). 

 

 

Anti-apoptóticos 

Pró-apoptóticos 

BH3-only 
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As proteínas responsáveis pela permeabilização da membrana externa mitocondrial 

são Bax e Bak, e sua atividade seria controlada pelos membros anti-apoptóticos e BH3-only 

de maneiras distintas. Em células saudáveis, Bax existe como um monômero citosólico 

(Hsu e Youle, 1998), enquanto Bak reside na membrana externa mitocondrial onde parece 

estar ligado a Mcl1 (Cuconati et al., 2003) e Bcl-xL(Willis et al., 2005). Na ausência de 

estímulo apoptótico, acredita-se que os membros anti-apoptóticos da família impeçam a 

permeabilização mitocondrial pelos membros pró-apoptóticos Bax e Bak através de uma 

interação direta entre essas proteínas. Após a indução de apoptose, membros pró-

apoptóticos BH3-only seriam capaz de se ligar a uma cavidade hidrofóbica formada pelos 

domínio BH1-3 nos membros anti-apoptóticos, liberando as proteínas Bax e Bak da 

inibição. Bax sofreria uma mudança 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 proteínas BH3-only parecem ser iniciadoras da 

apoptose em resposta a dano intracelular mas não podem matar na ausência de Bax e Bak. 

Além desse modelo, atualmente já 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 proteína anti-apoptótica Bcl-2 encontra-se inserida nas membranas do retículo 

endoplasmático, envelope nuclear e membrana externa mitocondrial através de seu domínio 

transmembrana hidrofóbico localizado no seu C-terminal, com a maioria de seus 

aminoácidos no citosol (Nguyen et al., 1993; Lithgow et al., 1994). Apesar de ser capaz de 

bloquear a apoptose em qualquer uma dessas localizações subcelulares, as funções de Bcl-2 

no retículo endoplasmático e envelope nuclear são pouco conhecidas (Heath-Engel et al., 

2006; Pinton et al., 2006). 
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Figura 4. Diferentes modelos para ativação de Bax e Bak. No modelo de ativação direta 

as proteínas anti-apoptóticas ligam-se diretamente e inibem a atividade pró-apoptótica de 

Bax e Bak. Em resposta a estímulos de morte celular, proteínas BH3-only específicas são 

ativadas e, por sua vez, são capazes de se ligar e inativar proteínas anti-apoptóticas da 
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família Bcl-2 específicas. Bax e Bak são liberadas, podendo oligomerizar na membrana 

externa mitocondrial facilitando ou mediando a liberação de citocromo c e garantindo 

apoptose. Já pelo modelo hierárquico alguns membros da subfamília BH3-only, chamados 

de inativador inicial, ligam-se e inativam membros anti-apoptóticos da família Bcl-2. A 

ligação de um inativador inicial BH3-only desloca um ativador latente do sítio de ligação 

das proteína anti-apoptóticas. A proteína BH3-only liberada se liga transientemente pra 

ativar Bax e Bak, ou age em lipídeos ou outras proteínas celulares (como VDAC) para 

liberar Bax ou Bak de seu regulador negativo. Esse processo leva a oligomerização de Bax 

ou Bak na membrana externa mitocondrial facilitando ou mediando a liberação de 

citocromo c no citosol (Letai, 2008). 

 

Enquanto Bcl-2 está constitutivamente ligada a membranas intracelulares, Bcl-xL 

(Hsu et al., 1997; Hausmann et al., 2000), Bcl-W (Wilson-Annan et al., 2003) e Mcl1 

(Nijhawan et al., 2003) existem parcialmente no citosol e translocam para a mitocôndria 

durante a apoptose. A ligação com proteínas BH3-only parece ser o disparo de tal 

translocação, talvez deslocando o C-terminal de Bcl-xL (Jeong et al., 2004) e Bcl-W 

(Wilson-Annan et al., 2003) pela ocupação de seus “bolsos” hidrofóbicos. A translocação 

intracelular provavelmente correlaciona com mudanças conformacionais e profunda 

inserção de Bcl-xL e Bcl-w na membrana externa mitocondrial. Ainda não está claro se a 

translocação para a mitocôndria dos membros anti-apoptóticos da família Bcl-2 representa 

um mecanismo inibitório de apoptose (Wilson-Annan et al., 2003; Kim et al., 2004). 

A regulação da morte celular é extremamente importante para que as células só 

iniciem tal processo quando realmente necessário. A regulação dos níveis de expressão das 

proteínas anti-apoptóticas da família 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 sobrevivência celular. Mcl1 é rapidamente degradada pelo 

sistema ubiquitina-proteassoma em resposta a privação de citocinas ou outros estímulos de 

morte como radiação ultravioleta, podendo também ser positivamente regulada no nível 

pós-transcricional para prevenir a apoptose por inibição da sua taxa de degradação (Zhong 

et al., 2005; Cuconati et al., 2003). A regulação dos níveis de expressão das proteínas pró-

apoptóticas Bax e Bak é menos aparente e, em muitos casos, essas proteínas parecem ser 

constitutivamente expressas em níveis constantes. No entanto, já foi demonstrado que a 

expressão gênica de Bax pode ser induzida por p53 (Burlacu, 2003). Bax e Bak também 

podem ser reguladas pós-transcricionalmente por outros membros da família Bcl-2. 

As proteínas BH3-only são pró-apoptóticas e funcionam como sensores iniciais dos 

sinais apoptóticos. A sua expressão pode ser induzida por fatores de transcrição. Noxa, 

Puma e, em menor extensão, Bid são induzidas pela proteína 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 é induzida por FOXO3A (class O forkhead box transcription factor-

3A) em resposta a privação de fatores de crescimento (Dijkers et al., 2000) e pelos fatores 

de transcrição CEBPα (CCAAT-enhancer binding protein-α) ou CHOP (CEPB 

homologous protein) em resposta a estresse de retículo endoplasmático (Puthalakath et al., 

2007).  

As proteínas BH3-only também podem ser ativadas pós-traducionalmente através de 

diversos mecanismos. Bid é ativada por proteólise mediada por caspase-8, originando tBid 

(Li et al., 1998; Luo et al., 1998). Além disso, a região N-terminal de tBid também pode ser 

miristoilada aumentando a sua eficiência de translocação para a mitocôndria após clivagem 

por caspase-8 que causa a exposição de um resíduo de glicina (Zha et al., 2000). Bik é 
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ativada por um mecanismo desconhecido em resposta a inibição de síntese protéica 

(Shimazu et al., 2007). Já a proteína Bad é ativada por defosforilação em resposta a 

privação de fatores de crescimento e pode ser inativado por sinais provenientes de 

receptores de fatores de crescimento, que levam a sua fosforilação em diversos sítios e 

seqüestro por proteínas 14-3-3. BIM está acoplada aos microtúbulos e BMF, aos 

microfilamentos de actina, possivelmente através de interações com as proteínas cadeia 

leve de dineína-1 e –2. Uma desorganização do citoesqueleto pode liberar essas proteínas 

para promover apoptose (Puthalakath et al., 1999; Puthalakath et al., 2001). Além disso, 

fatores de crescimento estimulam a fosforilação de BIM dependente de ERK, resultando na 

sua degradação mediada por proteassoma. A retirada de fatores de crescimento resultam em 

um declínio da sinalização de ERK, aumentando os níveis de BIM (Akiyama et al., 2003; 

Ley et al., 2005). 

Todos esses dados em conjunto mostram a importância dos membros da família 

Bcl-2 na morte celular por apoptose em resposta aos mais variados estímulos. Seus 

membros devem ter expressão e atividade finamente regulados para que a indução de morte 

só ocorra quando realmente necessário e, por isso, estão sujeitos aos mais variados tipos de 

regulação. 

 

1.1.1.3. Permeabilização da membrana externa mitocondrial 

A permeabilização da membrana externa mitocondrial (MEM) é uma etapa 

extremamente importante da via de sinalização apoptótica, já que diversas proteínas que 

estão normalmente confinadas à mitocôndria são liberadas e podem ter um papel 

importante na execução da morte celular. Dentre estas está o citocromo c, fundamental para 
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a formação do apoptossomo e indução de apoptose pela via intrínseca e, em algumas 

células, também pela via extrínseca. Outra proteína mitocondrial liberada é a 

Smac/DIABLO, importante opositora das IAPs. É na mitocôndria também que residem as 

proteínas AIF, HtrA2/OMI e endonuclease G, proteínas estas que também estão envolvidas 

em processos de morte celular programada diferentes da apoptose. 

A maioria das evidências sugere que essa translocação mitocôndria-citoplasma 

envolve um processo de difusão simples através da abertura da MEM, já que inúmeras 

proteínas são liberadas simultaneamente durante a apoptose. A MEM normalmente não é 

permeável a proteínas e sua permeabilização é considerada o ponto sem retorno na via que 

leva à morte celular (Kroemer et al., 2007; Chipuk et al., 2006). Diversos mecanismos 

diretos e indiretos para a criação dessas aberturas foram propostos, e mecanismos diferentes 

devem atuar em diferentes circunstâncias. 

A descoberta inicial de que a estrutura de Bcl-xL se parece com o domínio de 

translocação da toxina da difteria levou a proposta que Bcl-xL poderia formar poros na 

membrana (Muchmore et al., 1996). A incubação de Bax com mitocôndria isolada induz a 

liberação de citocromo c (Jurgensmeier et al., 1998), e incubação de Bax com lipossomos 

permite a liberação de grande moléculas de dextran (mais de 106 Da) (Kuwana et al., 2002). 

Bcl-xL inibe a liberação de citocromo c induzida por Bax em mitocondrias isoladas 

(Jurgensmeier et al., 1998) e a liberação de dextran dos lipossomos (Kuwana et al., 2005). 

Além disso, a poteína BH3-only Bid pode sinergizar com Bax para causar a liberação de 

citocromo c em ensaios cell-free, tanto ativando Bax como prevenindo que membros anti-

apoptóticos da família Bcl-2 inibam Bax e Bak. Assim, um modelo para a ativação de Bax 

e Bak é que eles formam grandes poros na MEM que permite a liberação de proteínas no 

citosol, induzindo a ativação de caspases. No entanto, a natureza bioquímica desse possível 
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poro bem como o número de moléculas de Bax que o compreendem ainda não é conhecido 

(Youle e Strasser, 2008). 

Outro mecanismo potencial para a permeabilização da MEM envolve a proteína 

VDAC (voltage dependent anion channel), que também está presente na MEM (Kroemer et 

al., 2007). Algumas isoformas de VDAC foram implicadas na liberação de citocromo c e 

outras proteínas durante a apoptose. Apesar da maioria dos estudos sugerir que os canais 

VDAC são pequenos e permitiriam a passagem de moléculas de aproximadamente 1,5kDa, 

Shimizu et al. descreveram uma configuração aberta de VDAC que poderia permitir a 

liberação das proteínas do espaço intermembrana mitocondrial (Shimizu et al., 1999). Uma 

hipótese alternativa sugere que o fechamento dos canais VDAC levaria a uma 

hiperpolarização mitocondrial transiente resultando em desbalanço osmótico e ruptura da 

MEM (Kroemer et al., 2007). Uma terceira possibilidade é que VDAC possa participar no 

poro de transição de permeabilidade (PTP), um complexo grande e multimérico que se 

acredita ser composto por proteínas localizadas tanto na membrana externa quanto na 

interna da mitocôndria (Garrido et al., 2006). Apesar de VDAC interagir com Bak (Cheng 

et al., 2003), assim como com várias proteínas anti-apoptóticas (Kinnally e Antonsson, 

2007), camundongos Vdac1/Vdac2/Vdac3 triplo knockout apresentam apoptose normal 

(Baines et al., 2007), indicando pequeno ou nenhum papel para as proteínas VDAC na 

regulação das proteínas da família Bcl-2 e da permeabilização da MEM (Ow et al., 2008). 
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1.1.1.4. Proteínas Inibidoras da Apoptose 

Uma outra família extremamente importante na regulação da apoptose e que tem 

membros superexpressos em muitos tumores é a família de proteínas inibidoras da apoptose 

(IAPs). Todos os membros dessa família compartilham o domínio BIR, que permite a 

alguns membros a interação e inibição das caspases. Em adição ao BIR, as IAPs podem 

apresentar outros domínios funcionais como o domínio RING, com atividade E3 –ligase e 

que parece direcionar alvos para a degradação pelo sistema ubiquitina-proteassoma 

(Eckelman et al., 2006).  

Dentre as IAPs, a inibidora de caspases mais potente é a proteína XIAP. Essa 

proteína é composta de três domínios BIR e um domínio RING. Experimentos de 

mapeamento mostraram que o domínio BIR2 é capaz de inibir diretamente as caspases -3 e 

-7, enquanto o BIR3 é capaz de inibir a caspase-9. Além disso, esta caspase apresenta uma 

cavidade de interação com o motivo de ligação a IAP (IBM). Certas proteínas, como 

Smac/DIABLO, que contêm o IBM são capazes de antagonizar a atividade de XIAP e 

induzir apoptose (Vaux e Silke, 2005). 

IAP celular 1 (cIAP1) e cIAP2 consistem de três domínios BIR e um domínio 

RING (really interesting new gene), e são os parálogos mais próximos de XIAP. Similar a 

XIAP, a superexpressão de cIAPs protege as células da apoptose. Esses membros, apesar de 

serem capazes de interagir com as caspases, são capazes de inibir sua função apenas 

indiretamente. Elas foram identificadas primeiramente por homologia e pela sua associação 

em um complexo com o TNFR2. O recrutamento dessas IAPs para o complexo requer a 

presença das proteínas TRAF-1 e –2 e é mediado pela interação entre os domínios BIR das 

IAPs e os domínios TRAF. O complexo TNFR1 também é capaz de recrutar cIAP1 através 
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de sua interação com TRAF2 e TRADD. O receptor de TNF é capaz de mediar sinais de 

sobrevivência e morte. Assim, enquanto os sinais de sobrevivência são transduzidos por 

interações TRAF2/cIAP1, sinais pró-apoptóticos são mediados por TRADD/FADD 

interagindo com caspase-8 (Hunter et al., 2007). 

Estudos recentes nos domínios RING de XIAP e cIAP1 mostraram que esse 

domínio está envolvido na ubiquitinação e degradação das IAPs em resposta a estímulos 

apoptóticos (Figura 5). Após o tratamento com glicocorticóides ou etoposídeo, a 

degradação de XIAP e cIAP1 induzida por Smac ocorre de maneira rápida e dependente de 

proteassoma, podendo ser bloqueada na presença de inibidores de proteassoma (Yang et al., 

2000). Outros estudos mostraram que XIAP e cIAP1 são capazes de promover a 

ubiquitinação e degradação proteassomal das caspases –3 e –7, aumentando assim o efeito 

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

diretamente às caspases ativadas e inibir sua atividade. O RING-finger das proteínas XIAP 

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

XIAP direciona a caspase-3 para degradação, aumentando o efeito inibitório na apoptose de 

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

resposta à estímulos apoptóticos nas células T, e sua degradação parece ser importante para 

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

2002). 

a  Inibição de caspases (→→→→ Sobrevivência celular) 

b  Ubiquitinação (→→→→ Sobrevivência celular) 

c  Autoubiquitinação (→→→→ Morte celular) 
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1.1.2. Morte celular autofágica 

A menor incidência de morte celular pode promover formação e progressão 

tumoral. Grande parte das terapias atuais para o tratamento do câncer tem como objetivo a 

morte das células tumorais através da indução de apoptose. Entretanto, seja devido à 

superexpressão de genes anti-apoptóticos ou mutações em genes pró-apoptóticos, o 

surgimento de resistência aos tratamentos é inevitável. Assim, o estudo dos mecanismos de 

formas alternativas de morte celular tem sido bastante incentivado. 

Uma dessas formas alternativas de morte celular é a morte celular autofágica. O 

papel da autofagia na sobrevivência e morte celular ainda está bastante controverso. A 

autofagia pode de fato proteger as células contra a morte, mas também pode mediar sua 

degeneração dependendo de circunstâncias específicas. Seus efeitos citotóxicos podem ser 

explicados pelo potencial autodestrutivo direto de excessiva autofagia (morte celular tipo 

II) ou, alternativamente pela conexão do processo autofágico com sinais pró-apoptóticos 

(morte celular tipo I). Nesse sentido, descobertas recentes em modelos de animais 

transgênicos (Qu et al., 2003; Yue et al., 2003) e células de cultura após knockdown de 

genes de autofagia (Yu et al., 2004; Shimizu et al., 2004) sugerem fortemente que a 

autofagia é de fato um mecanismo supressor de tumor (Kondo et al., 2005).  

No nível molecular, a autofagia começa com a etapa de engolfamento de material 

citoplasmático (citosol e/ou organelas) pela fagoforo (também chamado de membrana de 

isolamento), que seqüestra material citoplasmático em vesículas de membrana dupla 

chamadas autofagossomos ou vacúolos autofágicos. Essa etapa pode ser inibida pela 3-

metiladenina (3-MA). Em geral, o primeiro processo regulatório envolve a repressão da 

serina/treonina cinase mTOR, que inibe a autofagia através da fosforilação da proteína 
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Atg13. Essa fosforilação leva à dissociação de Atg13 de um complexo protéico que contém 

a cinase Atg1 e Atg17, atenuando então a atividade da cinase Atg1. Quando mTOR é 

inibido, a re-associação de Atg13 defosforilada com Atg1 estimula sua atividade catalítica e 

induz autofagia. Entre as etapas iniciais está a ativação da proteína de mamífero Vps34, 

uma fosfatidilinositol3-cinase (PI3K) classe III, gerando fosfatidilinositol-3-fosfato 

(PtdIns3P). A ativação de Vps34 depende da formação de um complexo multiprotéico em 

que participam beclina-1 (Becn1; o ortólogo de mamífero de Atg6), UVRAG (UV 

irradiation resistence-associated tumour suppressor gene) e uma cinase miristoilada, 

Vps15, ou p150 em humanos (Figura 6) (Maiuri et al., 2007). 

Dois sistema de conjugação parecidos com o utilizado pelo sistema 

ubiquitina/proteassoma são parte do processo de elongamento. Uma via envolve a 

conjugação covalente de Atg12 a Atg5, com a ajuda da enzima E1-like Atg7 e a enzima E2-

like Atg10. A segunda via envolve a conjugação de fosfatidiletanolamina (PE) a LC3/Atg8 

(LC3 é um dos homólogos de Atg8 em mamíferos), pela ação seqüencial da protease Atg4, 

a enzima E1-like Atg7 e a enzima E2-like Atg3. A conjugação de lipídeo leva a conversão 

da forma solúvel de LC3, chamada LC3-I, para uma forma associada à vesícula autofágica, 

LC3-II. LC3-II é utilizada como marcador de autofagia por que sua lipidação e 

recrutamento específico para os autofagossomos fornece uma mudança de marcação de 

proteína que passe de difusa para pontual e aumenta sua mobilidade eletroforética em géis 

quando comparada com LC3-I. Além disso, proteínas de fusão LC3-GFP podem ser 

utilizadas para visualizar autofagossomos por microscopia de fluorescência. O mecanismo 

de recuperação em que o complexo Atg9 participa é pouco conhecido. Autofagossomos 

podem maturar por fusão com lisossomos para gerar autolisossomos. Nos autolisossomos, a 

membrana interna assim como o conteúdo luminal dos vacúolos autofágicos é degradado 
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por enzimas lisossomais que apresentam atividade ótima em compartimentos acídicos 

(Maiuri et al., 2007) (Figura 6). 

 

 

 

 

Figura 6. Etapas do processo autofágico. Vias de sinalização específicas são capazes de 

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

Essa membrana cresce e envolve material citoplasmático originando um autofagossomo. 

Em seguida, ocorre a sua fusão com um lisossomo e há a degradação de seu conteúdo. 

Diversas proteínas e duas vias de conjugação são 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 

é algo extremamente desejável e tem sido objeto de estudo em diversos laboratórios 

científicos de ponta no mundo inteiro. Neste sentido, é interessante ressaltar que vários 

metais são conhecidos por serem citotóxicos e induzirem morte celular. O arsênico foi o 

primeiro metal a ser estudado e é utilizado no tratamento de leucemia mielóide crônica há 

vários anos. A cisplatina é um outro composto a base de metal também amplamente 

utilizado na clínica atualmente. Recentemente, o papel de diversos outros metais como 

zinco, cobre, magnésio e até ouro, na progressão tumoral e quimioterapia têm sido 

estudados. 

 

1.3. Manganês 

O manganês, junto com outros metais, é considerado um elemento traço, pois é 

necessário em pequenas quantidades para o crescimento, desenvolvimento e fisiologia 

normal do organismo (Roth and Garrick, 2003).  Ele é essencial em diversos processos 

biológicos responsáveis pela regulação da reprodução, formação de tecido conectivo e 

ósseo, metabolismo de carboidratos e lipídeos, além de ser importante na função cerebral. 

A concentração nos tecidos costuma variar de 3 a 20µM, mas pode chegar a 200µM 

durante o desenvolvimento de certas regiões cerebrais (Chan et al., 1992). 

Suas ações biológicas in vivo são bastante diversificadas, já que é componente 

essencial de várias enzimas responsáveis pela regulação metabólica fisiológica da célula, 
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como galactosiltransferase, piruvato carboxilase, arginase, dipeptidases, piruvato 

carboxilase e superóxido dismutase 2 (MnSOD).  

Um desbalanço de manganês no organismo pode ter conseqüências graves. 

Enquanto que a sua deficiência pode resultar em déficit neurológico e comportamental, a 

intoxicação por manganês, geralmente ocasionada por exposição ambiental, leva a uma 

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

 

1.3.1. Mecanismos de citotoxicidade 

Os mecanismos envolvidos na citotoxicidade do manganês parecem envolver a 

ativação de vias de sinalização apoptóticas, estresse oxidativo e alteração do metabolismo 

celular. Alguns trabalhos mostram que parte da citotoxicidade é devido ao seu transporte 

para a mitocôndria por um canal de Ca+2. 

A maior parte dos trabalhos foi realizada em linhagens neuronais e gliais. Nessas 

linhagens, foi demonstrado que o manganês é transportado para dentro das células por 

transportadores específicos (Roth, 2002). Dentro das células, acredita-se que o manganês 

seja capaz de entrar na mitocôndria, diminuindo a atividade de enzimas do ciclo de Krebs, 

complexo I e F1 ATPase (Roth, 2002). O estresse celular causado pelo manganês leva à 

ativação de diferentes vias de sinalização bioquímicas, entre as quais a ativação de p38 e 

JNK, culminando na apoptose.  

Em células de glia, o manganês também é capaz de modular a expressão gênica 

aumentando, entre outras coisas, a expressão de citocinas proinflamatórias (Filipov et al., 

2005; Chen et al., 2006; Sengupta et al., 2007). A análise do perfil de expressão gênica por 

microarray em cultura primária de astrócitos tratada com 200µM de MnCl2 por 7 dias 
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mostrou que 28 genes de quimiocinas proinflamatórias 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 expressão 

diminuída. O tratamento com 10µM ou 50µM por 7 dias não levou a um aumento das 

transcritos de SOD2 ou CXCL2. Sessenta e oito genes responsivos ao manganês tiveram a 

mesma alteração de expressão em condições de hipóxia. Além disso, o manganês levou os 

astrócitos a acumularem na fase S do ciclo celular como demonstrado por citometria de 

fluxo consistente com o efeito de Mn+2 em genes do ciclo celular. O cátion de manganês 

também levou a uma diminuição no crescimento da cultura, no entanto mesmo após duas 

semanas de tratamento com 200µM não foram observadas células apoptóticas por ensaio de 

TUNEL e liberação de LDH no meio (Sengupta et al., 2007). 

O manganês também é capaz de induzir apoptose em células B (Schrantz et al., 

1999). O tratamento com concentrações até mesmo menores que 100µM levam a inibição 

da proliferação e aparecimento de aspectos de apoptose como: diminuição do volume e 

aumento da granulosidade, aumento da população subdiplóide, exposição de 

fosfatidilserina, condensação nuclear e fragmentação do DNA. Além disso, a apoptose 

induzida pelo cátion divalente de manganês é específica, visto que, o tratamento com 

cátions divalente de cálcio e magnésio não afetaram as culturas. A clivagem de PARP pode 

ser inibida pelo inibidor de caspase ZVAD-fmk e superexpressão de Bcl-2. Por outro lado, 

o tratamento da linhagem U937 com 250µM de MnCl2 não levou a morte celular. El 

Mchichi et al. (2007) mostraram que a via de sinalização responsável pela apoptose 

induzida por manganês em células B após tratamento com 400µM de MnCl2 envolve 

ativação seqüencial de p38 MAPK, MSK1 (mitogen- and stress- response kinase 1) e 

caspase 8. Caspase 8 leva a ativação da caspase 3 de uma maneira dependente da 
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mitocôndria como mostram a perda do potencial de membrana por DiOC6 e liberação de 

citocromo c. A ativação das caspase 3 e 8 pode ser inibida pelo inibidor de caspase 8 IETD-

fmk. A superexpressão de Bcl-2 é capaz de inibir a perda de potencial de membrana, 

liberação de citocromo c e ativação de caspase 3, mas não a ativação de caspase 8. Ao 

contrário da via clássica, a ativação de caspase 8 não envolve a molécula FADD já que 

dominantes negativos não inibiram a apoptose induzida por manganês, mas impedem 

apoptose mediada por TRAIL (El Mchichi et al.,2007). 

Em um estudo in vivo foi avaliado o efeito da exposição a vapores de manganês em 

diferentes tipos celulares do sistema imune. A análise das subpopulações de linfócitos T 

(CD4+RA+ - naive e CD4+RO+ - memória), linfócitos B (CD19+), células NK, 

imunoglobulinas no soro, linfócitos T totais (CD3+) e linfócitos T totais no sangue de 

trabalhadores expostos ocupacionalmente ao manganês que apresentavam concentrações 

baixa, média ou alta de manganês no sangue, mostrou que os números de linfócitos totais, T 

CD8+, T totais (CD3+) e B (CD19+) estava significativamente menor no grupo com alta 

concentração de Mn+2 (Nakata et al., 2006). 

O tratamento com concentrações de 1 a 2 mM de Mn+2 é capaz de induzir apoptose 

em células HeLa como verificado por ativação de caspase-3, clivagem de PARP e 

condensação de DNA. O tratamento com concentrações menores não leva a apoptose. No 

entanto, a apoptose induzida por manganês não leva a uma liberação de citocromo c no 

citoplasma e nem à indução de poro de transição de permeabilidade, induzindo, no entanto, 

um aumento do potencial de membrana, da massa mitocondrial e da produção de espécies 

reativas de oxigênio, além da liberação de peróxido de hidrogênio no meio de cultura 

(Oubrahim et al., 2001). 
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Com o objetivo de mostrar a toxicidade do manganês em diferentes tecidos, Rovetta 

et al. (2007) analisaram linhagens celulares de fígado, rim, glia, neurônio e músculo em 

ensaios de densidade, viabilidade por azul de tripan e análise morfológica com 

concentrações entre 0,1µM a 1mM de MnCl2 durante o período de 6 ou 7 dias. A 

concentração de 1mM foi altamente tóxica para todas as linhagens reduzindo a densidade e 

a viabilidade celular. A concentração de 100µM teve um efeito dependente do tipo celular, 

diminuindo parcialmente (glia e neurônio), drasticamente (fígado) ou sem maiores efeitos 

(rim) no número de células. As concetrações de 0,1µM, 1µM e 10µM não exerceram 

efeitos significativos sobre a viabilidade ou número de células em nenhum dos tipos 

celulares estudados. 

Em células de câncer de mama Hs578T, o tratamento com 1mM de MnCl2 foi capaz 

de induzir a expressão a nível protéico (a partir de 500µM) e de mRNA de MnSOD, assim 

como aumentar a sua atividade ao longo do tempo com tratamentos de 1mM. Com o 

objetivo de verificar se essa indução era causada por superóxido ou peróxido de hidrogênio 

adicionou-se diversos compostos como 1-100mM N-acetilcisteína (removedor de ROS e 

precursor de GSH), que não foi capaz de inibir a indução de MnSOD. No entanto, o 

tratamento com 10mM tiron (removedor de superóxido e quelante de metal) e 100mM 

piruvato (scavenger de peróxido de hidrogênio) foram capazes de inibir essa indução. No 

entanto, o tratamento com tais agentes que inibem a indução de MnSOD não afetaram a 

viabilidade, de forma que MnSOD não parece estar relacionada com a morte celular 

(Thongphasuk et al., 1999). 

A capacidade do manganês de induzir morte em diversos tipos celulares foi 

demonstrada de maneira bem restrita, bem como as vias de sinalização que este metal ativa. 

É, portanto, de grande interesse definir as vias de morte celular utilizadas por ele para que 
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novas vias e conexões sejam definidas. Existe ainda a possibilidade de que o manganês 

induza morte celular por vias diferentes da apoptose, no entanto nenhuma dessas vias 

alternativas de morte celular foi avaliada até o momento. Assim sendo, é extremamente 

importante definir as vias de morte celular utilizadas pelo manganês, e novas formas de 

amplificar a ativação destas vias, viabilizando a utilização do manganês ou compostos 

miméticos como novas abordagens terapêuticas contra o câncer, 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 manganês como indutor de morte celular em diversas 

linhagens celulares tumorais. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

2.2.1. Investigar a capacidade do manganês de induzir morte celular apoptótica 

em diferentes linhagens hematopoiéticas; 

2.2.2. Investigar os mecanismos responsáveis por sua citotoxicidade nas 

linhagens hematopoiéticas; 

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

de manganês e os quimioterápicos cisplatina e vincristina; 

2.2.4. Investigar o papel da autofagia na morte celular induzida pelo manganês; 

2.2.5. Comparar o efeito citotóxico do manganês com o da cisplatina e da 

vincristina em diversas linhagens tumorais hematopoiéticas e não-hematopoiéticas; 

2.2.6. Analisar a expressão gênica de genes reguladores da apoptose antes e 

após o tratamento com manganês em uma linhagem sensível, C33A, e outra resistente, 

Du145, ao manganês. 

 



__________________________________________________ MATERIAIS E MÉTODOS 

 55

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Cultura de células 

As linhagens A431NS (carcinoma epidermóide – fornecida pelo Dr. Carlos Gil, 

Serviço de Pesquisa Clínica – INCA), C-33 A (carcinoma de cérvice – fornecida pelo Dr. 

Carlos Gil, Serviço de Pesquisa Clínica – INCA), Caco-2 (adenocarcinoma colorretal – 

fornecida pelo Dr. João Viola, Divisão de Biologia Celular – INCA), HeLa 

(adenocarcinoma de cérvice – fornecida pelo Dr. Carlos Gil, Serviço de Pesquisa Clínica – 

INCA), HepG2 (carcinoma hepatocelular – fornecida pela Dra. Andréia Thompson Da 

Poian, Instituto de Bioquímica Médica – UFRJ), MCF7 (adenocarcinoma de mama – 

fornecida pelo Dr. Carlos Gil, Serviço de Pesquisa Clínica – 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 100µg/mL de estreptomicina (Gibco, Invitrogen) à 37ºC em 5% 

de CO2. As linhagens A549 (carcinoma de pulmão – fornecida pelo Dr. Carlos Gil, Serviço 

de Pesquisa Clínica – INCA), Du145 (metástase de carcinoma de próstata – fornecida pela 

Dra. Anamaria Camargo, Instituto Ludwig/SP), HL-60 (leucemia promielocítica aguda – 

fornecida pelo Dr. Douglas Green ), HL-60.Bcl-xL (fornecida pelo Dr. Kapil Bhalla da 

Escola de medicina da Universidade de Emory, Atlanta), Jurkat (leucemia aguda de célula 

T – fornecida pelo Dr. João Viola, Divisão de Biologia Celular – INCA), K-562 (leucemia 

mielóide crônica – fornecida pelo Dr. Martin Bonamino, Divisão de Medicina 

Experimental – INCA), Raji (linfoma de Burkitt – fornecida pelo Dr. João Viola, Divisão 
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de Biologia Celular – INCA) e SKW6.4 (linfócito B transformado com EBV – fornecida 

pelo Dr. Henning Walczak, Divisão de Medicina, Imperial College, Londres) foram 

mantidas em meio RPMI (Gibco, Invitrogen) com os mesmos suplementos e condições de 

crescimento. O manganês foi acrescentado às culturas de células sob a forma de MnCl2 . 

 

3.2. Determinação da apoptose por morfologia celular 

Após tratamento, as células foram lavadas e ressuspendidas em PBS (137mM 

NaCl, 2,7mM KCl, 10mM Na2HPO4, 1,8mM KH2PO4) 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 apoptóticas. 

 

3.3. Medida do conteúdo de DNA e ciclo celular 

A fragmentação nuclear foi avaliada como um indicativo de apoptose. Após a 

cultura com ou sem o tratamento especificado, as células foram lavadas com PBS e 

ressuspendidas com 300µL do tampão (3,4mM TrisHCl pH7,6, 10mM NaCl, 0,1% NP-40 – 

Calbiochem, 700U/L RNase - Sigma, 0,075mM iodeto de propídeo - Sigma). A 

fluorescência dos núcleos individuais foi medida com o citômetro de fluxo (FACScalibur, 

BD Biosciences). Os resultados representam a média ± SD em triplicata. Cada experimento 

foi repetido pelo menos três vezes. 

Esse experimento também foi realizado após o tratamento das linhagens com os 

inibidores 3-metiladenina (Sigma), zVAD-fmk (Molecular Probes), IETD-fmk (Molecular 

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

A translocação do fosfolipídeo fosfatidilserina da face interna para a face externa da 

membrana plasmática, como um indicativo inicial de apoptose, foi avaliada por marcação 

com AnnexinV conjugada a FITC (ICB-USP) em células não-permeabilizadas e analisada 

por citometria de fluxo (FACScalibur, BD Biosciences). 

 

3.5. Marcação de células com DiOC6 

O potencial de membrana mitocondrial foi avaliado por marcação com DiOC6 

(Molecular Probes). Após o tratamento indicado na legenda, as células foram incubadas 

com 200µL de DiOC6 a 100nM diluído em meio suplementado por 45 minutos a 37ºC. 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 instruções do manufaturante. Resumidamente, após o tratamento, 

10.000 células foram ressuspendidas em 100µL de meio de cultura e 100µL do reagente 

Caspase-Glo 3/7 foram adicionados. Após homogeinização e incubação de 1h à 

temperatura ambiente, a produção de luz foi medida em um luminômetro (Veritas, Turner 

Biosystems). 
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3.7. Análise da morfologia nuclear 

Foram preparadas lâminas contendo células das culturas tratadas ou não com 

cátions. Essas lâminas foram coradas através do Hemacolor Staining Kit (Merck) de acordo 

com as instruções do kit. A morfologia nuclear foi avaliada pelo microscópio Nikon Eclipse 

TS10. 

 

3.8. Fragmentação de DNA internucleossomal 

Após o tratamento indicado, em torno de 2x106 células foram centrifugadas por 

5min 200g e ressuspendidas em 1mL de PBS. Adicionou-se 10mL de etanol 70% gelado e 

estocou-se à -20ºC por pelo menos 24h. Em seguida, as células foram centrifugadas por 5 

min à 800g e o etanol foi removido. Ressupendeu-se o pellet em 40µL de tampão fosfato-

citrato (192 partes de Na2HPO4 0,2M e 8 partes de ácido cítrico 0,1M pH7,8) e incubou-se 

por 30 minutos à temperatura ambiente. Centrifugou-se novamente por 5 minutos à 1000g e 

os sobrenadantes foram transferidos para um novo tubo. Adicionou-se 3µL de NP-40 

0,25% e 3µL de RNase (Sigma - 1mg/mL) com posterior incubação de 30 minutos à 37ºC. 

Adicionou-se, em seguida, 3µL de proteinase K (Sigma - 2mg/mL) às amostras e incubou-

se por mais 30 minutos à 37ºC. As amostras, após adição de 12µL de tampão de amostra 

(30% glicerol), foram, então, resolvidas em gel de agarose 1,5% em TAE 1X (0,04M Tris-

acetato, 0,001M EDTA) por 5 horas à 4V/cm e o DNA foi detectado com brometo de etídio 

e luz UV. 
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3.9. Western blot 

Para preparação das frações citosólicas, 1x106 células foram lavadas uma vez com 

PBS gelado, lisadas diretamente com 100µL de tampão de amostra (50mM Tris-HCl, pH 

6.8, 2% SDS, 10% glicerol, 2.5% 2-mercaptoetanol), fervidas por 5 minutos e armazenadas 

a –80ºC. Para a corrida, 20µL da amostra foram aplicados no gel e as proteínas foram 

resolvidas por 1,5h à 100V em gel SDS-poliacrilamida com concentração adequada para o 

tamanho da proteína a ser analisada em tampão de corrida (30,3g Tris-base, 144g de glicina 

e 10g de SDS para 1L de solução). As proteínas foram transferidas para uma membrana de 

nitrocelulose (BioAgency) à 15V por 30 minutos em um tampão de transferência (3 g de 

Tris-base, 14,4 g de glicina, 100mL de metanol para 1L de solução). A membrana, o gel e 

os papéis filtro foram umedecidos com o tampão 10% metanol. A membrana foi bloqueada 

por 1 hora em TBS (10mM Tris-HCl, pH 7.4, 150mM NaCl) contendo 5% leite desnatado 

em pó e, então, incubada overnight a 4ºC com a diluição apropriada do anticorpo primário. 

Em seguida, a membrana foi incubada com o anticorpo secundário conjugado a horseradish 

peroxidase adequado por 1h. A membrana foi, então, 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 luminescência emitida foi detectada em filmes de 

quimioluminescência (Kodak BioMax Light Film, Kodak). 

 

Soluções: 

• Tampão de separação 4X: 36,2g Tris; 1g SDS; ajustar para pH 8,8 e volume de 

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

de 200mL 

• Gel de separação 6% - 2,4ml de bis-acrilamida 30% (29:1), 3ml do tampão de 

separação 4x (1,5 M Tris pH 8,8, 0,4%SDS), 6,6ml de água destilada, 75µl de persulfato de 

sódio 10% e 7,5µl de TEMED; 

• Gel de separação 10% - 4ml de bis-acrilamida 30% (29:1), 3ml do tampão de 

separação 4x (1,5 M Tris pH 8,8, 0,4%SDS), 5ml de água destilada, 75µl de persulfato de 

sódio 10% e 7,5µl de TEMED; 

• Gel de empacotamento 4% - 1,35ml de bis-acrilamida 30% (29:1), 2,5ml de tampão 

de empacotamento 4x (0,5M Tris-base pH 6,8, 0,4% SDS), 5,5ml de água destilada, 70µl 

de persulfato de sódio e 20µl de TEMED; 
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 Tabela 1. Parâmetros utilizados na análise por western blot para os diversos  anticorpos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Proteína 

Concentração de 

bisacrilamida do gel de 

corrida 

Anticorpo primário Anticorpo secundário 

Procaspase-3             

(BD Biosciences) 
10% 

1:500 diluído em                

TBST com 5% leite  

Anti-mouse 1:1000 diluído em 

TBST com 5% leite 

Procaspase-9           

(BD Biosciences) 
10% 

1:1000 diluído em              

TBST com 5% leite 

Anti-rabbit 1:2000 diluído em 

TBST com 5% leite 

GAPDH               

(Santa Cruz 

Biotechnology) 

10% 

 

1:1000 diluído em TBST 
Anti-mouse 1:20000 diluído em 

TBST  

Fodrina        

(Chemicon) 
6% 

1:1000 diluído em              

TBST com 5% leite 

Anti-mouse 1:2000 diluído em 

TBST com 5% leite 
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3.10. Extração de RNA 

Após o tratamento, adicionou-se 2mL de Trizol diretamente na placa de cultura. 

Após a homogeinização, incubou-se as amostras por 5 minutos à temperatura ambiente. 

Em seguida, adicionou 200µL de clorofórmio/mL de trizol e as amostras foram agitadas à 

mão, vigorosamente, por 15 segundos com posterior incubação à temperatura ambiente 

por 2-3 minutos. Centrifugou-se, então, por 15 minutos à 4ºC 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 vórtex por 10 segundos, incubando-se posteriormente à temperatura 

ambiente por 15 minutos. Centrifugou-se novamente por 15 minutos à 4ºC e 12000g e o 

sobrenadante foi removido cuidadosamente, evitando o contato com o precipitado de 

RNA. Adicionou-se 1mL de etanol 75%/mL de trizol e centrifugou-se a 7500g por 5 

minutos à 4ºC. Após deixar secar o precipitado, ele foi ressuspendido em 30µL de água 

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

 

3.11. Tratamento com DNase 

Para a eliminação do DNA contaminante nas amostras de RNA, foi realizado um 

tratamento com a DNase RQ1 (Promega). Para a reação adicionou-se 8 µL de RNA, 1µL 

de RQ1 RNase-free DNase 10X Reaction Buffer e 1µL de RQ1 RNase-free DNase e 

incubou-se a 37ºC por 30 minutos. Em seguida, adicionou-se 1µL de RQ1 DNase Stop 

Solution para terminar a reação e incubou-se a 65ºC por 10 minutos para inativar a DNase. 

O RNA total foi quantificado através da medida de absorbância num comprimento de onda 

de 260ηm, em um NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Inc., 
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Wilmington – DE, EUA). A pureza do RNA foi avaliada através da razão entre dois valores 

de absorbância: (i) A260ηm / A280ηm para identificar contaminação protéica e (ii) 

A260ηm / A230ηm para identificar contaminação por solventes orgânicos. Ambos os 

valores devem ser superiores a 1,8 para estimar uma solução com RNA de boa qualidade 

(Imbeaud et al., 2005). 

 

3.12. Síntese de cDNA 

A reação de transcrição reversa foi feita de acordo com o protocolo da enzima 

Superscript II (Invitrogen). Primeiramente, adicionou-se 3µg de RNA total a 1µL oligo-dT 

(500µg/mL) e 1µL dNTP (10mM de cada) e o volume completado para 12µL. A solução 

resultante foi incubada por 5 minutos à 65°C e, após a incubação, resfriada rapidamente em 

gelo. Adicionou-se, então, 4µL do tampão 5X, 2µL DTT 0,1M e 1µL (200 unidades) da 

enzima SuperScript II (Invitrogen), e as amostras mantidas por 50 minutos à 42°C. As 

reações foram inativadas à 70°C por 15 minutos. 

 

3.13. Reação de PCR quantitativo 

O cDNA resultante de cada amostra foi diluído 10X e 1µL foi adicionado ao 

volume total de 12,5µL das reações de PCR quantitativa, contendo 6,25µL de SYBR Green 

(Applied Biosystems) e oligonucleotídeos 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 

desnaturação (95ºC por 10min), seguido por 40 ciclos de 15s a 95ºC (desnaturação), 60°C 
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por 1 minuto (anelamento e extensão). Para todos os outros genes foi utilizado o seguinte 

protocolo: um passo inicial de desnaturação (95ºC por 15min), seguido por 40 ciclos de 30s 

a 95ºC (desnaturação), 25s na temperatura de anelamento indicada na tabela (anelamento) e 

72°C por 30s (extensão). Posteriormente, a PCR foi imediatamente seguida de uma análise 

de curva de dissociação no qual ocorre um aumento progressivo na temperatura partindo de 

uma temperatura de 45ºC até chegar a 95ºC. Este procedimento é realizado para se 

certificar que o produto esperado foi amplificado e se produtos não específicos ou dímeros 

de oligonucleotídeos estão sendo formados. Os seguintes controles foram incluídos para 

cada corrida de cada gene da qPCR: (i) controle negativo da síntese de cDNA (reação sem a 

transcriptase reversa) e (ii) controle negativo sem amostra de cDNA. Todas as reações 

foram realizadas em triplicata. 
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Tabela 2. Parâmetros de reação e seqüência dos oligonucleotídeos utilizados na reação de qPCR. 

Gene alvo Seqüência (5’→→→→3’) 
Concentração               

Final  
Tm 

18S 
F: AGGATGAGGTGGAACGTGTG 
R: CTTCACGGAGCTTGTTGTCC 0,5µM - 

Bad 
F: CCG AGT GAG CAG GAA GAC TC 
R: GGT AGG AGC TGT GGC GAC T 0,4µM 60°C 

Bak F: TTT TCC GCA GCT ACG TTT TT 
R: TGG TGG CAA TCT TGG TGA AGT 0,4µM 60°C 

Bax F: CCC TTT TGC TTC AGG GTT TC 
R: TCT TCT TCC AGA TGG TGA GTG 0,4µM 56°C 

Bcl-W F: AGT TCG AGA CCC GCT TCC 
R: CCC GTC CCC GTA TAG AGC 0,4µM 60°C 

Bcl-xL F: CTG AAT CGG AGA TGG AGA CC 
R: TGG GAT GTC AGG TCA CTG AA 0,4µM 60°C 

ββββ-actina F: GCC CTG AGG CAC TCT TCC A 
R: CCA GGG CAG TGA TCT CCT TCT 0,4µM 65°C 

Ciap1 F: AGT CTT GCT CGT GCT GGT TT 
R: ATG GAC AGT TGG GAA AAT GC 0,4µM 59°C 

Ciap2 F: AGT CTT GCT CGT GCT GGT TT 
R: TGC TTT TGC CAG ATC TGT TG 0,4µM 58°C 

DR4 F: AGA GAG AAG TCC CTG CAC CA 
R: GTC ACT CAA GGG CGT ACA AT 0,4µM 56°C 

DR5 F: CAG GTG GAC ACA ATC CCT CT 
R: AAG ACC CTT GTG CTC GTT GT 0,6µM 57°C 

GAPDH F: GGA GAA GGC TGG GGC TCA T 
R: GTC CTT CCA CGA TAC CAA AGT T 0,4µM 56°C 

HPRT1 F: GTGGAAGATATAATTGACACTGGC 
R: AACACTTCGTGGGGTCCTTT 0,5µM - 

Noxa F: AGC TGG AAG TCG AGT GTG CT 
R: ACG TGC ACC TCC TGA GAA AA 0,4µM 54°C 

Rb-13a F: GACAAGAAAAAGCGGATGGT 
R: GTACTTCCAGCCAACCTCGT 0,5µM - 

TRAIL F: AAG GCT CTG GGC CGC AAA ATA AAC 
R: GCC AAC TAA AAA GGC CCC GAA AAA 0,4µM 59°C 
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3.14. Quantificação dos níveis de expressão 

A partir dos dados de acúmulo de fluorescência das reações de PCR quantitativo 

em tempo real, as amplificações das triplicatas de cada amostra foram representadas por 

curvas logísticas ou sigmóides de cinco parâmetros, ajustadas pela minimização do erro 

médio quadrático dos valores de fluorescência dos 40 ciclos nessas triplicatas. Para tal, 

utilizou-se o pacote qpcR (Ritz et al., 2008) desenvolvido para o ambiente estatístico R 

versão 2.8.1 (www.r-project.org). O ciclo de quantificação (Cq) foi determinado pelo ponto 

de interseção de uma linha perpendicular, a partir do ponto de máxima da função de 

segunda derivada da função logística escolhida para representar a curva de amplificação da 

triplicata de reação de cada amostra (Figura 7). O uso deste ponto característico da curva de 

acúmulo de fluorescência ajustada é conveniente uma vez que ele se encontra numa região 

de eficiência constante na fase exponencial da curva de amplificação, além de ser invariante 

ao poço ou placa de origem da reação de PCR (Rebrikov & Trofimov, 2006), diferente de 

métodos mais tradicionais como a do ciclo threshold. A eficiência (E ou Eff.) foi calculada 

para cada amostra utilizando a razão entre o valor de fluorescência no ciclo de 

quantificação 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 

expressão mais estável, ou seja, os melhores genes normalizadores independente de grupo 

(Vandesompele et al.,2002). Os níveis de expressão normalizados foram então obtidos pela 

razão entre os dados brutos de expressão de cada amostra e seu respectivo fator de 

normalização, dado pela média geométrica dos níveis de expressão dos genes 

normalizadores (18S, β-actina, GAPDH, HPRT1 e Rb-13a). 
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Figura 7. Gráfico representando a curva de acúmulo de fluorescência (preto) 

utilizando a função logística de 5 parâmetros e a representação da função da sua 

primeira (vermelho) e segunda (verde) derivada. O ponto de interseção da linha vertical 

verde, que parte do ponto de máxima da função de segunda derivada com a curva de 

acúmulo de fluorescência corresponde ao ponto característico da amostra (Cq ou CpD2), 

enquanto a interseção da linha verde com a curva de eficiência (azul) corresponde à 

eficiência de amplificação da amostra (Eff.) (Ritz et al., 2008). 
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3.15. Análise estatística 

A análise estatística foi realizada utilizando o teste Kruskal-Wallis rank sum. Esse 

é um método não-paramétrico utilizado quando há a intensão de se comparar mais de dois 

grupos. No experimento realizado há dois fatores de interesse: (i) TipoCelular (C33A e 

Du145) e (ii) Tratamento (Controle e Mn) e, portanto, quatro grupos experimentais 

possíveis, ou ainda, seis comparações de interesse para os valores de expressão 

normalizados de cada gene: i) C33A:Controle versus C33A:Mn; ii) C33A:Controle versus 

Du145:Controle; iii) C33A:Controle versus Du145:Mn; iv) C33A:Mn versus 

Du145:Controle; v) C33A:Mn versus Du145:Mn; e vi)Du145:Controle versus Du145:Mn. 

Todas as análises acima descritas foram realizadas com o auxílio de pacotes do programa R 

versão 2.8.1 (www.r-project.org). 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Manganês induz morte celular em várias linhagens 

hematopoiéticas 

 

Com o objetivo de analisar o efeito do manganês em diversas linhagens 

hematopoiéticas, avaliou-se por citometria de fluxo a capacidade do cloreto de manganês, 

cloreto de magnésio e cloreto de cálcio de induzir apoptose nas linhagens de célula B 

SKW6.4, de célula T Jurkat e monocítica HL-60. As linhagens foram tratadas com 100µM 

dos diferentes cátions e diferentes aspectos analisados por citometria de fluxo. 

Na figura 8, pode-se observar o efeito drástico do manganês sobre a morfologia da 

linhagem SKW6.4. Houve um aumento de aproximadamente 70% de células com tamanho 

reduzido e alta complexidade interna em comparação com a cultura controle. Nem o 

magnésio ou o cálcio tiveram efeito sobre a morfologia da mesma linhagem. Além disso, 

existe ainda um aumento bastante expressivo na marcação para anexina-FITC e da 

condensação e fragmentação de DNA, mudanças que também não foram observadas no 

tratamento da linhagem SKW6.4 com outros cátions (Figura 8). Esses resultados 

corroboram dados da literatura indicando que o manganês é capaz de induzir apoptose em 

células B, diferentemente de outros cátions bivalentes. 

Observando as figuras 2 e 3, verifica-se que a apoptose induzida pelo manganês não 

é específica para linhagens de células B. A figura 9A, mostra que o manganês também é 

capaz de induzir alterações na morfologia celular em células Jurkat, causando um aumento 

de 30% no número de células com tamanho reduzido e complexidade aumentada. A 
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exposição de fosfatidilserina também aumenta em cerca de 30% (Figura 9B) e a 

fragmentação nuclear (Figura 9C) perto de 15% em comparação com a cultura controle. 

Na figura 10, os resultados se repetem para a linhagem monocítica HL-60. Há um 

aumento de aproximadamente 30%. de células com morfologia alterada (Figura 10A) e 

exposição de fosfatidilserina (Figura 10B).  Houve um aumento de pouco mais de 15% de 

células com conteúdo subdiplóide de DNA em relação ao controle (Figura 10C). Apesar 

dos resultados não apresentarem a mesma magnitude dos observados na linhagem SKW6.4, 

pode-se concluir que as linhagens de célula T Jurkat e de célula monocítica HL-60 também 

são sensíveis ao tratamento com manganês. 
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Figura 8. Indução de apoptose na linhagem de células B SKW6.4 pelo manganês. Após 

tratamento por 48h com 100µM dos diferentes cátions diversas características da apoptose 

foram analisadas: diminuição do volume celular (primeira linha), exposição de 

fosfatidilserina (segunda linha), e condensação de fragmentação do DNA (terceira linha). 

Resultado representativo de três experimentos. 
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Figura 9. Indução de apoptose na linhagem de célula T Jurkat pelo manganês. Após 

tratamento por 48h com 100µM dos diferentes cátions diversas características da apoptose 

foram analisadas: diminuição do volume celular (primeira linha), exposição de 

fosfatidilserina (segunda linha), e condensação de fragmentação do DNA (terceira linha). 

Resultado representativo de três experimentos. 
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Figura 10. Indução de apoptose na linhagem monocítica HL-60 pelo manganês. Após 

tratamento por 48h com 100µM dos diferentes cátions diversas características da apoptose 

foram analisadas: diminuição do volume celular (primeira linha), exposição de 

fosfatidilserina (segunda linha), e condensação de fragmentação do DNA (terceira linha). 

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

dependente 

 

Avaliou-se também os parâmetros dose- e tempo- dependentes na morte celular 

induzida pelo manganês. Dessa maneira, a linhagem celular Jurkat foi tratada com as doses 

de 25, 50, 100, 200 e 400µM de cloreto de manganês, cloreto de magnésio e cloreto de 

cálcio por 24, 48 e 72 horas. Na figura 11A, pode-se perceber que o manganês é capaz de 

induzir morte celular dose-dependente, sendo a dose de 400µM é capaz de reduzir a 

viabilidade da cultura em cerca de 80%. Além disso, pode-se observar que mesmo doses 

bastante altas dos outros cátions bivalentes não são capazes de induzir nem um pequeno 

aumento na morte celular. 

Na figura 11B, pode-se observar que a apoptose induzida por manganês também 

depende do tempo de tratamento. A ampliação do tempo de tratamento aumenta a apoptose 

induzida pelo manganês com uma mesma dose, no caso a de 200µM. 
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Figura 11. O manganês 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 concentrações de cloreto de manganês, cloreto de cálcio ou cloreto de 

magnésio. Os valores representam a porcentagem média + SD das células com conteúdo de 

DNA subdiplóide. (N ≥ 3). 
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4.3. A morte celular induzida pelo manganês apresenta 

diversas características da apoptose  

 

A maioria das vias de sinalização apoptóticas são reguladas por eventos 

mitocondriais como a liberação de citocromo c e SMAC/Diablo no citosol, o que, em geral, 

é acompanhado pela perda do potencial transmembrana mitocondrial. A avaliação do 

potencial de membrana mitocondrial pode ser feita através de certos corantes fluorescentes 

como o DiOC6. Dessa maneira, para avaliar se o manganês seria capaz de causar a 

despolarização mitocondrial, as linhagens Jurkat e HL-60 foram tratadas com 100µM de 

cloreto de manganês por 24h e depois incubadas com o corante fluorescente DiOC6. Como 

se pode observar na figura 12, o tratamento com manganês causa uma diminuição da 

marcação com DiOC6 em aproximandamente 30% das células. 

Todas as vias de sinalização apoptóticas culminam na ativação das cisteina 

proteases chamadas de caspases. A forma ativada dessas proteases é responsável pelas 

alterações morfológicas características da apoptose. Dessa maneira, para desvendar o 

mecanismo de morte celular induzido por um agente citotóxico é primordial avaliar a 

ativação de caspases. Avaliou-se a ativação das caspases efetoras –3 e –7, que são capazes 

de reconhecer o mesmo tetrapeptídeo DEVD nas proteínas alvo. Foi utilizado um ensaio 

luminescente em que o peptídeo DEVD está 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 manganês é capaz de induzir a ativação das caspases 

efetoras 3 e 7 após 48h de tratamento com 100µM de manganês, mas não com magnésio. 
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A ativação de caspases também pode ser observada por western blot na figura 14. 

O tratamento com manganês leva a uma diminuição da proforma da caspase–3 e da 

caspase–9. A diminuição da procaspase-9 também corrobora o envolvimento da via 

mitocondrial que havia sido discutido na figura 12, uma vez que a ativação da mesma 

depende estritamente da formação do apoptossomo. 

Cada caspase reconhece e cliva após uma seqüência específica de aminoácidos 

que termina com um aspartato. Baseado nessa seqüência de aminoácidos, foram 

desenvolvidos inibidores específicos para cada caspase. Dessa forma, para avaliar a 

importância das caspases –3, -8 e –9 na morte celular induzida pelo manganês, as linhagens 

HL-60 e Jurkat foram tratadas por 48h com 100µM de manganês e incubadas 

concomitantemente com 20µM 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 

manganês na linhagem HL-60, enquanto o inibidor LEHD-fmk não parece ter causado 

qualquer efeito. Já na linhagem Jurkat (Figura 15B), os inibidores causaram uma redução 

na apoptose de menos de 10%. Apesar dos resultados com inibidores de caspases não terem 

sido os esperados, eles não mostram que as caspases não têm papel relevante e sim que 

outras condições 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 proteína tem um tamanho de 240kDa e é clivada em 

fragmentos de 120kDa após a indução de apoptose. Como se pode observar na figura 1,o 

tratamento com 100µM de manganês por 24h é capaz de levar à 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 alterações mais tardias da apoptose é a fragmentação 

internucleossomal do DNA. Essa fragmentação também é dependente de caspase e é 

realizada pela enzima CAD, cuja ativação requer a clivagem do seu inibidor ICAD pela 

caspase-3. Na figura 17, pode-se observar que existe uma fragmentação de DNA 

internucleossomal, cuja característica é a presença de bandas de múltiplos de 200 pares de 

base após resolução em gel de agarose. Pode-se observar ainda que o tratamento com 

magnésio não é capaz de induzir essa fragmentação. Conclui-se então que a morte celular 

induzida pelo manganês se dá através da ativação de caspases, levando a clivagem 

internucleossomal de DNA, que constituem características de morte celular por apoptose. 

As alterações morfológicas induzidas pela apoptose também podem ser 

observadas através da análise de células coradas com hematoxilina-eosina. Após indução de 

apoptose, as células apresentam diminuição do tamanho celular e condensação da 

cromatina, de forma que o núcleo, 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, após tratamento com 100µM de cloreto de manganês por 48h apresenta 

células com morfologia apoptótica. Nas culturas tratadas com cloreto de magnésio e cloreto 

de cálcio não foram observadas células com essa morfologia. Esses resultados estão em 

concordância com os dados obtidos por citometria de fluxo, nos permitindo concluir que o 

manganês é capaz de induzir morte celular apoptótica nas linhagens em estudo.  



____________________________________________________________ RESULTADOS 

 79

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Despolarização mitocondrial induzida pelo manganês. Após o tratamento 

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

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

com DiOC6. 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 100µM de cloreto de manganês e cloreto de magnésio por 48h. Em seguida, 

tiveram a atividade das caspases 3/7 analisas em um fluorímetro. Resultado representativo 

de dois experimentos. 
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Figura 14. Clivagem das procaspases –3 e –9 após o tratamento com manganês. Após 

o tratamento com 100µM de cloreto de manganês 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 manganês. 

As linhagens HL-60 e Jurkat foram tratadas com 100µM cloreto de manganês por 48h na 

presença ou não de 20µM dos inibidores de caspase indicados e a porcentagem das células 

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

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

HL-60 e Jurkat com 100µM de cloreto de manganês por 24h. Resultado representativo de 

dois experimentos. 
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Figura 17. Fragmentação internucleossomal do DNA após o tratamento com 

manganês. A fragmentação internucleossomal foi avaliada em gel de agarose após 72h de 

tratamento com 100µM de cloreto de manganês ou cloreto de magnésio. Resultado 

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

Morfologia nuclear de Jurkat tratadas com 100µM de MnCl2, MgCl2 e CaCl2 por 48h.  
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4.4. A morte celular induzida pelo manganês pode ser 

impedida pela superexpressão de Bcl-xL 

 

A proteína Bcl-xL, pertencente à família de proteínas Bcl-2, é capaz de inibir a 

apoptose atuando na mitocôndria e prevenindo a liberação de citocromo c e a perda do 

potencial de membrana mitocondrial. Conforme mostrado na figura 12, o manganês é capaz 

de induzir a permeabilização da mitocôndria e conseqüente perda do potencial de 

membrana. Assim, para confirmar a ativação da via mitocondrial e investigar o efeito da 

proteína Bcl-xL nesse modelo, foi avaliado se a superexpressão da proteína Bcl-xL seria 

capaz de reverter o efeito do tratamento com cloreto de manganês. 

As linhagens HL-60 e HL-60.Bcl-xL foram tratadas com diferentes doses de 

cloreto de manganês por 24h. A figura 19 mostra que a linhagem HL-60 é extremamente 

sensível ao tratamento como demonstrado anteriormente, mas a superexpressão de Bcl-xL é 

capaz de inibir totalmente a apoptose induzida pelo manganês em todas as concentrações 

testadas. Esses dados, portanto, confirmam o papel da via mitocondrial na morte induzida 

pelo manganês. 
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Figura 19. A superexpressão de Bcl-xL confere resistência ao tratamento com cloreto 

de manganês. As linhagens HL-60 e HL-60.Bcl-xL foram tratadas com concentrações de 

50 a 400µM de cloreto de manganês por 24h e a porcentagem de morte celular foi avaliada 

por citometria de fluxo. Os valores representam a porcentagem média + SD das células 

com conteúdo de DNA subdiplóide. (N ≥ 3). 
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4.5. A sensibilidade ao manganês é célula-específica 

 

Devido às diferenças intrínsecas que existem entre linhagens celulares distintas, é 

esperado que elas não respondam da mesma maneira aos estímulos provenientes do meio 

externo, permitindo ainda o estudo de terapias específicas para cada tipo de tumor. Assim, 

procurou-se avaliar a diferença de sensibilidade das diferentes linhagens hematopoiéticas 

ao tratamento com manganês. Dessa maneira, as linhagens HL-60, SKW6.4 e Jurkat foram 

tratadas com doses crescentes de cloreto de manganês por 48h e a indução de morte celular 

foi avaliada. Como se pode observar na figura 20, a linhagem SKW 6.4 é a mais sensível ao 

manganês, apresentando uma incidência de morte celular de aproximadamente 20 e 40% 

nas concentrações de 25 e 50µM de manganês, respectivamente. Essas mesmas 

concentrações não foram capazes de induzir morte celular de maneira significativa nas 

linhagens Jurkat e HL-60. O tratamento com 100µM é capaz de induzir morte em todas as 

linhagens. Nessa concentração, a linhagem SKW6.4 permanece a mais sensível 

apresentando uma incidência de 60% de células apoptóticas, enquanto as linhagens HL-60 

e Jurkat apresentam apenas entre 30 e 40% de incidência de morte celular. No entanto, o 

tratamento com 200µM de manganês tem efeito similar nas linhagens HL-60 e SKW 6.4, 

induzindo aproximadamente 80% de apoptose. A linhagem Jurkat permanece a mais 

resistente nesta concentração, exibindo uma incidência de morte celular entre 50 e 60% em 

comparação ao controle. Na dose mais alta analisada (400µM), os resultados se modificam, 

pois a linhagem HL-60 passa a ser a mais sensível apresentando 90% de morte por 

apoptose, enquanto as linhagens SKW6.4 e Jurkat não exibem aumento de incidência de 

células apoptóticas em relação à concentração de 200µM (Figura 20). 
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Figura 20. Comparação da sensibilidade ao manganês de diferentes hematopoiéticas. 

As linhagens HL-60, Jurkat e SKW6.4 foram tratadas com concentrações de 25 a 400µM 

de cloreto de manganês por 48h e a condensação e fragmentação de DNA foi avaliada por 

citometria de fluxo. Os valores representam a porcentagem média + SD das células com 

conteúdo de DNA subdiplóide (N ≥ 3). 
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4.6. O manganês não é capaz de interferir no ciclo celular 

 

Existem alguns trabalhos na literatura mostrando que o tratamento com manganês 

é capaz de interromper o ciclo celular de certas linhagens em fases específicas (Sengupta et 

al., 2007; Zhao et al., 2008). Tendo isso em vista, as linhagens Jurkat e HL-60 foram 

tratadas com 100µM de manganês por 48h e a porcentagem de células em cada fase do 

ciclo celular foi analisada. Como se pode observar na figura 21, o manganês não foi capaz 

de interferir com o ciclo celular de nenhuma das duas linhagens. Com relação à linhagem 

Jurkat, a porcentagem de células na fase G0/G1 é 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 são pouco diferentes das 

encontradas na linhagem Jurkat e também não foram modificadas pelo tratamento com 

manganês. A porcentagem de células nas fases G0/G1 correspondem a aproximadamente 

45%, a fase S a 40%, e as fases G2/M a 14% das células da cultura. 
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Figura 21. Avaliação do ciclo celular após tratamento com cloreto de manganês. As 

linhagens HL-60 e Jurkat foram tratadas com 100µM cloreto de manganês 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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4.7. O manganês não apresenta efeito sinérgico com 

quimioterápicos  

 

Uma possibilidade interessante a ser avaliada era a capacidade do manganês de 

sinergizar com drogas quimioterápicas já utilizadas na clínica como vincristina e cisplatina. 

Desta maneira, as linhagens Jurkat e HL-60 foram tratadas com baixas concentrações de 

cisplatina (1µM, 2,5µM e 5µM) e de vincristina (1nM, 3nM 6nM) isoladamente ou 

concomitantemente com uma concentração subtóxica de 50µM de cloreto de manganês. 

Na figura 22, pode-se observar o tratamento da linhagem HL-60 com cisplatina e 

vincristina isoladamente ou associadas a 50µM de cloreto de manganês por 48h. A adição 

de manganês ao tratamento com as referidas drogas também não teve efeito sinérgico na 

linhagem HL-60, permanecendo os níveis de morte celular inalterados pela adição do 

manganês. 

A figura 23A mostra o tratamento da linhagem Jurkat tratada apenas com 

cisplatina ou manganês e cisplatina concomitantemente. Após 48h de tratamento, a 

avaliação da apoptose demonstrou que o manganês não teve efeito sobre o tratamento com 

a droga. Na figura 23B são mostrados os resultados do tratamento da linhagem Jurkat com 

vincristina e manganês e, conforme os dados com cisplatina, também não houve efeito 

sinérgico. 
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Figura 22. Tratamento da linhagem HL-60 com manganês e quimioterápicos. (A) 

Tratamento associado à cisplatina. (B) Tratamento associado à vincristina. A linhagem HL-

60 foi tratada por 48h com 50µM de cloreto de manganês associado a diferentes 

concentrações dos quimioterápicos cisplatina e vincristina. Os valores representam a 

porcentagem média + SD das células com conteúdo de DNA subdiplóide. (N ≥ 3). 
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Figura 23. Tratamento da linhagem Jurkat com manganês e quimioterápicos. (A) 

Tratamento associado à cisplatina. (B) Tratamento associado à vincristina. A linhagem 

Jurkat foi tratada por 48h com 50µM de cloreto de manganês associado a diferentes 

concentrações dos quimioterápicos cisplatina e vincristina. Os valores representam a 

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

pelo manganês 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 formação da membrana de isolamento, que 

permitirá em última análise que componentes citoplasmáticos sejam capturados em um 

vacúolo autofágico. Para avaliar se o tratamento com manganês poderia induzir autofagia, 

as linhagens foram tratadas com as concetrações indicadas de 3-MA concomitantemente 

com 100µM de manganês e a porcentagem de células com conteúdo 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 concentrações 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 1mM não induziu 

nenhum aumento com relação 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 manganês, pode-se observar que mesmo a dose mais 

baixa de 3-MA, 1mM, é capaz de potencializar a morte celular induzida pelo manganês, 

indicando que nessa linhagem o manganês parece induzir autofagia, e que este processo 

estaria contribuindo para a sobrevivência 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 sensível ao tratamento com o inibidor. Mesmo no estado basal 

1mM do inibidor foi capaz de induzir um aumento de cerca de 10% na morte celular basal 

da cultura. O mesmo aumento da morte celular é visto no tratamento concomitante com o 

manganês, indicando a importância da autofagia basal para a sobrevivência celular e que o 

tratamento com manganês não induz um aumento desse processo (Figura 24B). 
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Figura 24. Avaliação da morte celular autofágica após tratamento com 100µµµµM de 

cloreto de manganês por 48h. As linhagens foram tratadas com as concentrações 

indicadas de 3-MA concomitantemente com 100µM de manganês por 48h e a porcentagem 

de células com conteúdo de DNA subdiplóide foi avaliada por citometria de fluxo. 

Resultado respresentativo de dois experimentos. 

B 

A 
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4.9. Manganês induz morte celular em diversas linhagens tumorais 

 

Uma vez que não foi observado sinergismo entre baixas doses de manganês e 

conhecidos quimioterápicos, a citotoxicidade do manganês foi então analisada em maior 

detalhe através da sua capacidade de induzir morte celular por apoptose em diversas 

linhagens tumorais. Foram utilizadas linhagens de tumores sólidos – A549 (carcinoma de 

pulmão), Du145 (metástase de carcinoma de próstata), A431NS (carcinoma epidermóide de 

vulva), C-33A (carcinoma de cérvice uterino), Caco-2 (adenocarcinoma colorretal), HeLa 

(adenocarcinoma de cérvice uterino), HepG2 (carcinoma hepatocelular), MCF7 

(adenocarcinoma de mama) e U-87 MG (glioblastoma) – e tumores hematopoiéticos – HL-

60 (leucemia promielocítica aguda), Jurkat (leucemia aguda de célula T), K-562 (leucemia 

mielóide crônica) e Raji (linfoma de Burkitt). Todas as linhagens foram tratadas com a dose 

de 100µM de manganês por 48h e a morte celular foi avaliada por citometria de fluxo após 

marcação com iodeto de propídeo.  

Como pode ser observada na figura 25, a apoptose induzida pelo manganês é 

dependente do tipo celular e provavelmente das vias de sinalização que se encontram 

alteradas nessas linhagens tumorais. Pode-se perceber a presença de três grupos: um grupo 

de linhagens extremamente sensível ao tratamento, composto pelas linhagens C-33A e 

Caco-2; um grupo que apresenta sensibilidade intermediária, composto pelas linhagens de 

tumores hematopoiéticos (HL-60, Jurkat, Raji e K562) e pelas linhagens Hela, HepG2 e 

A431NS; e um grupo de células resistentes, composto pelas linhagens A549, MCF7, Du145 

e U87. 
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Figura 25. O manganês é capaz de induzir apoptose em diferentes linhagens tumorais. 

(A) Apoptose induzida pelo manganês em linhagens de tumores sólidos. Experimento 

representativo de três experimentos independentes. (B) Apoptose induzida pelo manganês 

em linhagens de tumores hematopoiéticos. Após tratamento com 100µM de manganês por 

48h, a fragmentação foi avaliada por citometria de fluxo. Os valores representam a 

porcentagem média + SD das células com conteúdo de DNA subdiplóide. (N ≥ 3). 
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4.10. A sensibilidade ou resistência das linhagens celulares ao 

manganês é específica 

 

Com objetivo de avaliar se a sensibilidade das linhagens era específica para o 

manganês, ou se elas eram já intrinsecamente sensíveis a qualquer tipo de tratamento, todas 

as linhagens tumorais testadas para a sensibilidade ao manganês também foram tratadas 

com os quimioterápicos vincristina e cisplatina. Os quimioterápicos vincristina e cisplatina 

foram escolhidos por terem mecanismos de ação diferentes: o primeiro se liga 

irreversivelmente aos microtúbulos impedindo o progresso da mitose; e o segundo é um 

agente que forma crosslinks no DNA impedindo a separação da dupla fita durante a 

replicação. 

Na figura 26A, pode-se observar a resposta das linhagens de tumores sólidos ao 

tratamento com 10µM de cisplatina. A linhagem HepG2 foi a mais sensível, apresentando 

uma incidência de apoptose de cerca de 50%. As linhagens Caco-2, C-33A, A431, Du145 e 

U87MG apresentam uma sensibilidade intermediária, com 15% de incidência de apoptose. 

As linhagens HeLa, MCF7 e A549 não apresentaram nenhuma alteração após o tratamento 

com essa concentração de cisplatina. 

As linhagens de tumores hematopoiéticos Jurkat e HL60 apresentaram uma 

grande sensibilidade ao tratamento com cisplatina apresentando uma incidência de apoptose 

em torno de 80 e 100%, respectivamente. As linhagens K562 e Raji apresentaram 

incidência apoptose em torno dos 15% como as linhagens de tumores sólidos de 

sensibilidade intermediária (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 HeLa e A549 se mostraram totalmente resistentes ao tratamento com 

vincristina. As linhagens MCF7, U87MG e Du145 apresentaram incidência de apoptose 

entre 20 e 50%. Todas as outras linhagens de tumores sólidos apresentaram incidência de 

apoptose superior a 50% (Figura 27A). 

As linhagens Jurkat e HL-60 apresentaram uma enorme sensibilidade ao 

tratamento com vincristina apresentando incidência de apoptose em torno de 90%. A 

linhagem K562 teve uma incidência de apoptose de cerca de 50% e a linhagem Raji foi a 

mais resistente, exibindo uma incidência 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 sensíveis ao manganês, elas não são 

igualmente sensíveis ao quimioterápico cisplatina. Em contraste, a linhagem Du145, 

embora bastante resistente ao tratamento com manganês, apresenta 50% das células com 

conteúdo subdiplóide de DNA após o tratamento com vincristina. Esses resultados em 

conjunto mostram que o manganês ativa vias de sinalização específicas nessas linhagens 

que as tornam especificamente sensíveis ou resistentes ao manganês. 
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Figura 26. A apoptose induzida pelo manganês não se correlaciona com a apoptose 

induzida pela cisplatina. (A) Apoptose induzida pela cisplatina em linhagens de tumores 

sólidos. (B) Apoptose induzida pela cisplatina em linhagens de tumores hematopoiéticos. 

Após tratamento com 10µM de cisplatina por 48h, o conteúdo de DNA foi analisado por 

citometria de fluxo. Os valores representam a porcentagem média + SD das células com 

conteúdo de DNA subdiplóide. (N ≥ 3). 
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Figura 27. A apoptose induzida pelo manganês não se correlaciona com a apoptose 

induzida pela vincristina. (A) Apoptose induzida pela vincristina em linhagens de 

tumores sólidos. (B) Apoptose induzida pela vincristina em linhagens de tumores 

hematopoiéticos. Após tratamento com 10nM de vincristina por 48h, o conteúdo de DNA 

foi analisado por citometria de fluxo. Os valores representam a porcentagem média + SD 

das células com conteúdo de DNA subdiplóide. (N ≥ 3). 
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4.11. Expressão diferencial de genes reguladores da apoptose entre 

diferentes linhagens tumorais 

 

Dentre as linhagens testadas para a sensibilidade ao manganês, foram selecionadas 

duas com características opostas para um estudo mais aprofundado: uma bastante sensível, 

C33A, e outra muito resistente ao tratamento, Du145. Essas duas linhagens foram tratadas 

por 16h com 100µM de manganês. A partir do RNA dessas culturas controle e tratadas 

realizou-se PCR em tempo real para quantificar a expressão de alguns genes responsáveis 

pela regulação da apoptose: Bcl-xL e Bcl-W, genes anti-apoptóticos da família Bcl-2; Bak e 

Bax, genes pró-apoptóticos multi-domínios da família Bcl-2; Bad e Noxa, genes pró-

apoptóticos BH3-only da família Bcl-2; cIAP1 e cIAP2, pertencentes a família das IAPs e, 

portanto, com função inibidora da apoptose; DR4 e DR5, receptores de morte do ligante 

TRAIL; e TRAIL. 

Os resultados das reações de PCR em tempo real apresentaram ótima 

reprodutibilidade para cada replicata e diferentes amostras, e nenhum dos resultados 

mostrados apresentou dímeros de oligonucleotídeos ou outro contaminante. Alguns dos 

genes não amplificaram em ambas as linhagens: o gene Noxa amplificou apenas na 

linhagem Du145; e o gene TRAIL que amplificou apenas na linhagem C33A. Quanto ao 

gene cIAP2, é apresentado apenas o resultado da linhagem Du145, porque a amplificação 

na linhagem C33A apresentou dois picos de dissociação, o que poderia indicar a presença 

de uma isoforma exclusiva dessa linhagem. Os resultados mostram ainda que a maioria das 

diferenças entre as linhagens está na expressão basal dos genes analisados, e não na 

regulação transcricional diferencial após o tratamento com manganês. 



____________________________________________________________ RESULTADOS 

 105 

Por ser a resistência à apoptose uma das características que uma célula normal deve 

adquirir para se transformar em uma célula tumoral, é extremamente comum encontrar 

nestas genes anti-apoptóticos superexpressos e genes pró-apoptóticos silenciados. Dessa 

forma, ao se avaliar a expressão gênica de linhagens tumorais, uma informação bastante 

relevante é o perfil de expressão basal dos genes, ou seja, sem qualquer tratamento. 

Inicialmente, portanto, comparou-se a expressão dos genes entre as amostras controle das 

duas linhagens e foram observadas algumas diferenças significativas. O gene Bcl-xL se 

encontra 3,7 vezes mais expresso na linhagem Du145 do que na linhagem C33A (Figura 

28A). Já o gene anti-apoptótico, Bcl-W, não mostrou diferença de expressão entre as duas 

linhagens (Figura 28B). A expressão basal de Bak não é diferente entre as duas linhagens, 

no entanto, a proteína Bax encontra-se 28 vezes mais expressa na linhagem C33A do que 

na linhagem Du145 (Figuras 28 C e D). O gene Bad encontra-se 2,4 vezes mais expresso na 

linhagem C33A (Figura 28E). 

Ao se comparar a expressão dos genes reguladores da apoptose que não pertencem a 

família Bcl-2, observou-se que o gene cIap1 encontra-se seis vezes mais expresso na 

linhagem Du145 quando comparada a linhagem C33A (Figura 29A). Não se observou 

diferenças significativas na expressão dos genes DR4 e DR5 entre as duas linhagens 

(Figuras 29 C e D). 

Em seguida, avaliou-se a modificação de expressão induzida pelo tratamento com 

manganês. Na linhagem C33A são encontradas diferenças significativas apenas na 

expressão dos genes Bad e TRAIL. A linhagem C33A na situação controle expressa 2,5 

vezes mais o gene Bad que a linhagem tratada (Figura 28E). A modificação de expressão 

do gene TRAIL é ainda mais significativa, a linhagem na situação controle expressa 10 

vezes mais o gene (Figura 29E). Além disso, apesar de não serem diferenças 
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estatisticamente significativas, existem algumas diferenças de expressão nos genes Bcl-W, 

DR5, Bak e Bax. O tratamento com manganês parece induzir um aumento de 2,5 vezes na 

expressão dos genes Bcl-W e DR5. Os genes Bak e Bax, por sua vez, apresentam expressão 

4 e 2,6 vezes maior na cultura controle do que na cultura tratada, respectivamente (Figuras 

28 C e D). 

A análise da expressão gênica na linhagem Du145, revelou que o gene Bcl-W tem 

sua expressão aumentada em cerca de 160 vezes após o tratamento com manganês (Figura 

28B). Já o gene cIAP2 é 2,5 vezes mais expresso na cultura controle do que na cultura 

tratada com manganês (Figura 29B). Apesar de não ter apresentado uma diferença 

estatisticamente significativa, o gene Noxa é 3 vezes mais expresso nos controles da 

linhagem Du145 do que nas culturas tratadas com manganês, indicando uma tendência para 

a repressão da expressão deste gene (Figura 28F). 
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Figura 28. Expressão de genes reguladores da apoptose pertencentes à família Bcl-2. 

(A) Bcl-xL; (B) Bcl-W; (C) Bak; (D) Bax; (E) Bad; (F) Noxa. Após o tratamento das 

linhagens C33A e Du145 com 100µM de manganês por 16h, foi extraído seu RNA e 

avaliada a expressão dos genes de interesse. Os gráficos representam os níveis de expressão 

relativos aos genes normalizadores. * indicam as comparações em que p < 0,1. Os valores 

representam a média dos níveis de expressão normalizados + SE. (N = 4). 
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Figura 29. Expressão de genes reguladores da apoptose não-pertencentes à família 

Bcl-2. (A) cIAP1; (B) cIAP2; (C) DR4; (D) DR5; (E) TRAIL. Após o tratamento das 

linhagens C33A e Du145 com 100µM de manganês por 16h, foi extraído seu RNA e 

avaliada a expressão dos genes de interesse. Os gráficos representam os níveis de expressão 

relativos aos genes normalizadores. * indicam as comparações em que p < 0,1. Os valores 

representam a média dos níveis de expressão normalizados + SE. (N = 4). 
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5. DISCUSSÃO 

 

Recentemente, diversos trabalhos na literatura têm mostrado o papel de metais na 

indução de morte celular e seu papel como potenciais quimioterápicos (Wolf et al., 2007; 

Franklin e Costello, 2009). Dessa maneira, torna-se interessante a investigação do 

manganês como indutor de apoptose ou outros tipos de morte celular, já que não existem 

muitos estudos a respeito dos efeitos anti-tumorais deste metal. 

Schrantz et al. (1999) mostraram que o manganês é capaz de induzir apoptose em 

diversas linhagens de células B, mas que falhou em induzir apoptose na linhagem mielóide 

U937, indicando que a capacidade do manganês de induzir apoptose seria específica para 

linhagens daquela origem. Deste modo, decidimos avaliar a especificidade deste cátion para 

células B, através de ensaios de sensibilidade em outras linhagens celulares. Inicialmente, 

investigamos as linhagens Jurkat e HL-60, como modelos de linfócitos T e monócitos, 

respectivamente. Demonstramos que outras linhagens de células hematopoiéticas também 

sofrem apoptose após exposição ao manganês e, assim como demonstrado por Schrantz et 

al., a exposição a outros cátions divalentes não tem o mesmo efeito. Mostramos ainda que o 

efeito do manganês também é dose- e tempo-dependente e apresenta diversas 

características morfológicas e bioquímicas clássicas do processo de apoptose além de 

ativação de caspase. 

Sengupta et al. (2007) mostraram que o manganês diminui a expressão de genes 

reguladores do ciclo celular e induz em astrócitos um acúmulo na fase S do ciclo celular. O 

efeito do manganês no ciclo celular também foi mostrado por Zhao et al. (2008), onde o 

tratamento da linhagem A549 com 500µM de manganês causa uma parada no ciclo celular 

nas fases G0/G1 e S. Demonstraram ainda que o tratamento com manganês causa uma 
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diminuição na expressão de Cdk4, Cdk2 e ciclina A, bem como um aumento de p53 e 

inibidor de CDK p21,o que poderia ser responsável pela parada no ciclo celular (Zhao et 

al., 2008). No entanto, no presente estudo não observamos efeitos modulatórios do 

manganês no ciclo celular, sugerindo que esse efeito pode ser específico para cada tipo 

celular, além de depender da concentração de manganês utilizada no tratamento das células. 

Por ser a proteína anti-apoptótica Bcl-xL extremamente potente, o seu efeito 

protetor sobre a linhagem HL-60 após o tratamento com o manganês era esperado. A 

diminuição da citotoxicidade do manganês pela superexpressão de Bcl-xL é consistente 

com os dados de Schrantz et al. (1999), que mostraram um efeito protetor de Bcl-2, 

indicando que em ambos os casos a via mitocondrial de morte celular está sendo ativada. A 

diminuição do potencial de membrana mitocondrial e diminuição da forma inativa da 

caspase-9 (procaspase-9) após o tratamento com o manganês também indicam a ativação da 

via mitocondrial. Esses dados diferem da morte celular induzida pelo manganês em células 

HeLa, que parece ser independente da mitocôndria, pois o tratamento com este metal não 

leva a liberação 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 manganês é 

dependente do tipo celular estudado. 

O tratamento com os inibidores DEVD-fmk, IETD-fmk e LEHD-fmk teve 

resultados não esperados na linhagem HL-60. O tratamento com LEHD-fmk, inibidor de 

caspase-9, parece não ter tido qualquer efeito sobre a porcentagem de células com conteúdo 

de DNA subdiplóide. No entanto, o inibidor de caspase-8, IETD-fmk, parece ter inibido 

20% da morte celular o que poderia indicar uma ativação da via extrínsica da apoptose ou 

uma ativação de caspase-8 independente de receptor de morte. De fato, El Mchichi et al. 

(2007) demonstraram a ativação de caspase-8 independente de FADD após o tratamento 
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com manganês na linhagem de células B BL41, indicando que a caspase-8 poderia ser 

ativada por uma via mitocondrial, embora sua ativação não tenha sido verificada por outras 

técnicas. Já a falta de resposta ao inibidor de caspase-9 poderia ter sido causada por uma 

concentração insuficiente de inibidor ou uma superativação de caspase-9. Apesar de os 

dados da literatura indicarem que a concentração de 20µM deste inibidor é suficiente para 

inibir a ativação das caspases, o ideal é que a concentração de inibidores farmacológicos 

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 mínimo destes na apoptose induzida pelo 

manganês. Esses resultados poderiam indicar uma menor dependência das caspases na 

morte celular induzida por manganês nesse tipo celular já que, como visto pelas figuras 13 

a 15, a ativação de caspases seria realmente menos pronunciada nessa linhagem quando 

comparada com a HL-60. 

O manganês é um metal normalmente tóxico para o organismo. Testes com ratos 

mostraram que, após injeção intravenosa, o manganês é rapidamente transportado da 

corrente sanguínea para órgãos como o cérebro (Maynard e Cotzias, 1955). Uma exposição 

exagerada a este metal, portanto, pode levar ao seu acúmulo nesses órgãos e causar doenças 

como o manganismo. Como a utilização de altas doses de manganês em um cenário clínico 

seria inviável devido a citotoxicidade, seria extremamente interessante, portanto, que baixas 

doses do manganês pudessem sensibilizar células tumorais ao tratamento com 

quimioterápicos já utilizados na clínica. Existem trabalhos na literatura mostrando a 

capacidade do manganês de potencializar a morte celular induzida por certas substâncias, 

como 1-metil-4-fenilpiridinium (MPP+) e dopamina (Wang e Zhu, 2003; Oikawa et al., 
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2006). No entanto, o tratamento combinado de 50µM de manganês com os quimioterápicos 

vincristina e cisplatina nas linhagens HL-60 e Jurkat não mostrou efeito sinérgico. Os 

quimioterápicos testados, porém, conhecidamente ativam a via intrínseca de apoptose, via 

que também se acredita ser a utilizada pelo manganês nas duas linhagens utilizadas para 

estudo. Dessa forma, ainda seria interessante investigar a possibilidade do manganês 

apresentar efeito sinérgico com outros quimioterápicos que ativassem vias de morte celular 

extrínseca, vias de estresse de reticulo ou até outros tipos de morte celular, como autofágica 

e necrótica. 

Células tumorais, em geral, apresentam defeitos em vias de morte celular 

apoptótica. Assim, as investigações de outras vias de morte celulares têm sido muito 

incentivadas. Existem alguns trabalhos indicando que outras vias de morte celular podem 

contribuir para morte celular induzida pelo manganês. Roth et al. (2000) demonstraram que 

o manganês é capaz de induzir necrose na linhagem PC12 quando há inibição geral de 

caspases por zVAD-fmk e DEVD-CHO, um inibidor seletivo de caspase-3, indicando uma 

possível contribuição de ambos processos para a morte celular. Outro estudo demonstra que 

a morte induzida pelo manganês na linhagem NIH3T3 derivada de camundongos tem a 

participação de caspase-12 (Oubrahim et al., 2002), caspase esta que em camundongos está 

envolvida na via de apoptose iniciado por estresse de retículo endoplasmático. Têm surgido 

ainda diversos trabalhos mostrando a importância da morte celular autofágica para prevenir 

o desenvolvimento de tumores e a possibilidade da ativação desta via de morte como uma 

alternativa na terapia do câncer. Portanto, decidiu-se investigar a morte celular autofágica 

induzida por manganês já que não existem trabalhos estudando esse tipo de morte celular 

após o tratamento com manganês. De acordo com os dados mostrados, a inibição da 
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autofagia com 3-MA concomitantemente com o tratamento com manganês na linhagem 

HL-60 aumenta o percentual de células com conteúdo de DNA subdiplóide 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 já é capaz de 

induzir uma significativa morte celular, indicando que a autofagia em níveis basais é 

essencial para a sobrevivência celular. De fato, seria esperado que linhagens diferentes não 

tivessem os mesmos níveis basais de autofagia e nem a mesma sensibilidade ao tratamento 

com inibidores. 

Apesar de todas as linhagens hematopoiéticas testadas serem sensíveis ao 

manganês, seria ainda mais interessante investigar linhagens de outros tipos celulares para 

tentar encontrar linhagens especificamente sensíveis ou resistentes ao manganês. Com esse 

objetivo, treze linhagens foram estudadas e comparadas para a sensibilidade ao manganês. 

Duas linhagens demonstraram grande sensibilidade ao manganês: C33A e Caco-2. Essa 

sensibilidade não se correlaciona com a sensibilidade das mesmas linhagens aos 

quimioterápicos cisplatina e vincristina, indicando que essas linhagens são especificamente 

mais sensíveis ao tratamento do manganês. Em contraste, as linhagens Du145, U87MG, 

MCF7 e A549 demonstraram grande resistência ao tratamento com manganês. 

Os experimentos realizados para detecção da apoptose após o tratamento com 

manganês foram realizados em sua maioria 48 horas após a adição do cátion e quando a 

análise foi feita após 24 horas de tratamento, o percentual de células com conteúdo de DNA 

subdiplóide estava apenas ligeiramente superior ao controle. Isso sugere que a apoptose 

induzida pelo manganês exige a produção de novas proteínas, indicando a possibilidade de 

uma regulação transcricional de genes reguladores da apoptose. Não existe nenhum 

trabalho na literatura mostrando a expressão de genes reguladores da apoptose nas 



______________________________________________________________ DISCUSSÃO 

 114 

linhagens selecionadas para o estudo e poucos trabalhos utilizam linhagens provenientes 

dos mesmos tecidos tumorais, carcinoma de próstata e carcinoma de cérvice, indicando que 

os resultados desse trabalho podem ser extremamente importantes para direcionar estudos 

futuros. Com relação ao manganês, os únicos trabalhos que avaliam expressão gênica foram 

realizados em linhagens de células provenientes do sistema nervoso para avaliar a 

expressão de genes inflamatórios (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 resistência, com o objetivo de se avaliar a expressão de 

genes responsáveis pela regulação da apoptose antes e após o tratamento com o manganês. 

Entre as linhagens sensíveis, foi escolhida a linhagem C33A por não existirem trabalhos na 

literatura avaliando expressão gênica dos genes estudados.  

Foram encontradas quatro linhagens resistentes ao tratamento com manganês: 

Du145, U87MG, MCF7 e A549. A resistência da linhagem A549 se repetiu após o 

tratamento com as drogas cisplatina e vincristina, indicando que essa linhagem apresenta 

algum mecanismo bastante forte para inibir a morte celular que não é específica para o 

manganês. De fato, Zhao et al. (2008) mostraram que o manganês só foi capaz de induzir 

apoptose na linhagem A549 após o tratamento com 2mM, indicando que a linhagem é 

realmente bastante resistente. Além disso, na literatura existem trabalhos mostrando a 

superexpressão de alguns genes anti-apoptóticos, como Bcl-2, Bcl-xL e Mcl-1, em 

linhagens de câncer de pulmão de células não pequenas, caso da A549 (Song et al, 2005). 

Apesar da linhagem MCF7 também ter demonstrado resistência ao tratamento pela técnica 

utilizada, uma avaliação da cultura pelo microscópio mostrou que existe uma grande 

diminuição do número de células após o tratamento com manganês. Dessa forma, o 
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resultado encontrado pode ser explicado pelo fato de essa linhagem apresentar mutação na 

caspase-3, responsável pela fragmentação do DNA ao clivar o inibidor de CAD, impedindo 

a detecção da morte celular através da avaliação de conteúdo subdiplóide de DNA. É 

possível ainda que a mutação na caspase-3 impeça 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 U87MG é oriunda de glioblastoma e já 

existem estudos utilizando a linhagem para o tratamento com manganês e mostrando que a 

indução de morte celular por este metal nessas linhagens ocorre pela exposição a doses 

cerca de dez vezes maiores que a utilizada nesse trabalho (Puli et al., 2006). Já a linhagem 

Du145 parece ter um mecanismo de resistência mais específico para o manganês quando se 

analisa o tratamento com outras drogas, além de existirem poucos trabalhos de expressão de 

genes apoptóticos, sendo por esses motivos selecionada para os estudos posteriores. 

No presente trabalho, observou-se que, ao se comparar as linhagens Du145, 

resistente ao tratamento com manganês, com a linhagem C33A, sensível ao tratamento com 

manganês, há diferença na expressão dos genes Bcl-xL, Bax, Bad e cIAP1. Os genes anti-

apoptóticos Bcl-xL e cIAP1 encontram-se mais expressos na linhagem Du145, e os genes 

pró-apoptóticos Bax e Bad encontram-se mais expressos na linhagem C33A. Esses 

resultados correlacionam com a resistência ou sensibilidade das linhagens ao tratamento 

com manganês, de forma que esses genes merecem ser estudados com mais atenção no 

futuro em outras linhagens provenientes dos mesmos tecidos tumorais para avaliar o seu 

potencial como fatores preditivos de resposta ao tratamento com quimioterápicos. 

O gene Bcl-xL está 3,7 vezes mais expresso na linhagem Du145 do que na 

linhagem C33A. Já foi demonstrado que existe uma superexpressão do gene Bcl-xL em 

diversos tumores e que, em linhagens de carcinoma de próstata, a inibição da expressão 
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desse gene por RNA de interferência seria capaz de induzir significativa apoptose (Wang et 

al., 2008). Castilla et al. (2006) demonstraram ainda que Bcl-xL consegue promover a 

sobrevivência celular através de interação com Bak. Esse grupo mostrou que após 

tratamento da linhagem de carcinoma de próstata LNCaP com camptotecina, inibidor da 

topoisomerase I, a interação de Bcl-xL com Bak desaparecia, ocorria diminuição da 

expressão de Bcl-xL e aumento de Bak com um progresso da apoptose, fornecendo um 

modelo em que Bcl-xL exerceria um efeito inibitório em Bak via heterodimerização 

(Castilla et al., 2006). De fato, na linhagem Du145 a expressão de Bcl-xL é maior do que a 

expressão de Bak mesmo após o tratamento com manganês, indicando que a resistência da 

linhagem Du145 poderia ser explicada pela manutenção do desbalanço entre Bcl-xL e Bak, 

sendo favorecida a sobrevivência celular sinalizada por Bcl-xL. 

Na linhagem Du145, o tratamento com manganês levou a uma diminuição de Bcl-

xL sem alteração 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, após 24h, à 

diminuição da expressão de Bcl-xL na ausência de alteração dos níveis de Bax, Bak e Bcl-

2. Em contraste, esse mesmo grupo mostrou que o tratamento da linhagem LNCaP com 

estramustina induziu apoptose, mas não estava associada com mudanças no nível 

intracelular das proteínas Bcl-xL ou Bax (Liu e Stein,1997). Esses resultados em conjunto 

revelam que cada quimioterápico é capaz de ativar vias de sinalização diferentes e alterar 

de maneira bem particular a expressão de genes pró- e anti-apoptóticos. Portanto, estudos 

de expressão gênica após o tratamento com agentes quimioterápicos citotóxicos são 

extremamente interessantes porque podem levar ao desenvolvimento de tratamentos que 

combinam de forma apropriada esses agentes para criar um cenário de genes expressos que 

melhorem ainda mais a resposta ao tratamento. 
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A expressão de Bcl-W na linhagem Du145 sofre aumento de 160 vezes após o 

tratamento com manganês e pode ser importante para o fenômeno de resistência da 

linhagem. Apesar de não existirem trabalhos descrevendo a expressão desse gene em outras 

linhagens de carcinoma de próstata, a proteína Bcl-W está normalmente superexpressa em 

células de carcinoma coloretal. Lapham et al. (2009) demonstraram ainda que seu promotor 

é ativado pela beta-catenina/TCF4, cuja ativação está abaixo da via de sinalização Wnt. 

Mutações em diversos componentes da via wnt/beta-catenina foram identificadas em quase 

todos os cânceres humanos e já foi amplamente correlacionada na literatura ao 

desenvolvimento do carcinoma de próstata (Robinson et al., 2008). Seria agora 

extremamente importante investigar se a beta-catenina também é responsável pelo aumento 

de expressão de Bcl-W na linhagem Du145 e como o manganês levaria a sua ativação, para 

avaliar a combinação de manganês e outros quimioterápicos a que essa linhagem também 

seria resistente, com inibidores dessa via de sinalização. 

Apesar do tratamento com manganês induzir apoptose eficientemente na linhagem 

C33A, o tratamento induz uma diminuição nos níveis de expressão de Bak e Bax. Um 

estudo de Nair et al. (2008) também mostrou uma redução nos níveis do RNA de Bax na 

linhagem C33A após o tratamento combinado de plumbagina e radiação. Essa combinação 

induziu ativação de caspase-3 na linhagem C33A, confirmando que a plumbagina associada 

a irradiação induz morte celular por vias dependentes de caspase. No entanto, esse grupo 

observou que apesar da diminuição do RNA de Bax, os níveis da proteína se mantiveram 

inalterados. Dessa maneira, é interessante investigar o que acontece com os níveis das 

proteínas de todos os genes estudados após o tratamento com manganês e observar se as 

modificações de expressão gênica correlacionam-se com a expressão protéica. Mesmo que 

ocorra uma diminuição da expressão protéica Bax e Bak, um aumento na expressão de 
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proteínas pró-apoptóticas BH3-only poderia ser suficiente para alterar o balanço das 

proteínas da família Bcl-2 a favor da morte celular. 

Com relação ao gene BAD, parece controverso sua expressão diminuir após o 

tratamento na linhagem sensível e aumentar, mesmo que sutilmente, na linhagem resistente. 

No entanto, foi recentemente demonstrado que no câncer de próstata a proteína pró-

apoptótica BAD é capaz de integrar diversas vias de sinalização anti-apoptóticas (Smith et 

al., 2009). A ativação de vias de sinalização como EGFR e PI3K levaria à fosforilação de 

BAD e inibição da apoptose. Nesse sentido, em diversos carcinomas de próstata os níveis 

da proteína BAD encontram-se aumentados e estudos mostram que a expressão da proteína 

aumenta o crescimento do tumor (Smith et al., 2009). Smith et al. (2009) sugerem que a 

expressão aumentada de BAD confere vantagem proliferativa aos tumores, enquanto sua 

defosforilação aumenta a sensibilidade dessas células à apoptose. Dessa maneira, não é a 

expressão de Bad, mas sim seu estado de fosforilação que é realmente importante para 

entender qual papel está desempenhando na célula. 

O receptor de morte DR5 tem sua expressão aumentada em 2,5 vezes após o 

tratamento com manganês, enquanto a expressão de TRAIL diminui consideravelmente. 

Kendrick et al. (2008) demonstraram por imunohistoquímica um aumento na expressão de 

DR5 em tumor após o tratamento com cisplatina por 24h. Dessa forma, testaram a 

citotoxicidade do anti-DR5, TRA-8, sozinho ou em combinação com cisplatina e 

demonstraram que a combinação 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 é capaz de aumentar a expressão do receptor DR5 colaborando para tornar células, 

antes resistentes, em susceptíveis ao tratamento com TRAIL (Song et al., 2008). Esses 

resultados apontam para a possibilidade de um tratamento combinado do manganês e anti-
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DR5 em linhagens de carcinoma de cérvice caso o manganês tenha o mesmo efeito de 

indução de anti-DR5 em outras linhagens. Embora, TRAIL e seus receptores venham 

ganhando um lugar de destaque cada vez maior no tratamento do câncer esses dados devem 

ainda ser analisados de uma maneira mais criteriosa. A morte celular induzida por TRAIL 

depende de um balanço entre a expressão dos receptores DR4 e DR5, e de seus receptores 

decoy, que não são capazes de transmitir sinais através da membrana celular. Além disso, 

mesmo os tradicionais receptores de morte de TRAIL, DR4 e DR5, são capazes de 

transmitir sinais de sobrevivência celular tornando sua sinalização ainda mais complexa.  

Dois grupos que utilizaram a linhagem Du145 como modelo para o carcinoma de 

próstata no intuito de investigar compostos que pudessem induzir morte celular mostraram 

que há um aumento bastante proeminente na expressão de Bax após o tratamento com os 

compostos, e que havia grande indução de apoptose (Shi et al, 2003; Chang et al., 2006). 

Esses resultados em conjunto indicam que Bax pode ter grande importância para a indução 

de morte celular na linhagem Du145. Como o tratamento com manganês da linhagem 

Du145 não induziu aumento de expressão de Bax ou outros genes pró-apoptóticos, esse 

pode ser um dos motivos da resistência da linhagem. Talvez a expressão ectópica de Bax ou 

o tratamento combinado com compostos que induzam sua expressão possam tornar a 

linhagem sensível ao manganês e apresentar efeito sinérgico. 

Apesar de a expressão de cIAP1 na linhagem Du145 ter sido muito mais 

expressiva do que na linhagem C33A, existem trabalhos na literatura mostrando a 

expressão aumentada desse gene, causada por amplificação, em carcinoma de cérvice e que 

a expressão de cIAP1 poderia ser um marcador preditivo de resistência a radioterapia 

(Imoto et al., 2002). Como se trata de uma análise comparativa, cabem ainda maiores 

pesquisas para avaliar se cIAP1 estaria superexpresso na linhagem C33A quando 
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comparada com outros tumores, e se, em carcinomas de próstata, cIAP1 também está 

normalmente superexpresso e se poderia ser considerado um fator preditivo de resistência 

ao tratamento com quimioterápicos. 

Embora o tratamento com manganês na linhagem Du145 tenha levado à diminuição 

da expressão de genes anti-apoptóticos como cIAP1 e cIAP2, essa linhagem foi resistente 

ao tratamento com manganês. Esse resultado está de acordo com Gill et al. (2009), que 

mostrou que o knockdown de cIAP1, cIAP2 e XIAP não era capaz de sensibilizar a 

linhagem de carcinoma de próstata PC3 à morte celular induzida por etoposídeo ou 

tunicamicina, embora pudesse sensibilizar ao tratamento com TRAIL. Além disso, apesar 

da linhagem Du145 expressar os receptores DR4 e DR5, não foi possível detectar expressão 

do ligante TRAIL. Esses dados em conjunto reforçam o potencial do tratamento combinado 

do manganês com TRAIL na linhagem Du145. 

Não houve amplificação dos genes Noxa ou cIAP2 na linhagem de câncer de 

cérvice C33A. De fato, não existem trabalhos na literatura dando suporte para a expressão 

ou funcionalidade dessas proteínas nesse tipo de tecido. 

O manganês parece ser um potente indutor de morte celular. Desvendar os 

mecanismos moleculares responsáveis pela sensibilidade ou resistência ao seu tratamento 

pode ajudar o desenvolvimento de terapias direcionadas para tumores com defeitos 

específicos em vias de morte. Mesmo que exista a possibilidade do manganês não poder vir 

a ser utilizado como tratamento de qualquer tumor devido a sua citotoxicidade, o estudo de 

novas vias de regulação da apoptose é extremamente importante para o desenvolvimento de 

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

� O manganês é capaz de induzir apoptose não apenas em linfócitos B, como em 

diversas linhagens de tumores hematopoiéticos e sólidos. 

� A morte celular induzida pelo manganês em células HL-60 e Jurkat apresenta 

características típicas de apoptose como perda do potencial de membrana mitocondrial, 

exposição de fosfatidilserina, ativação de caspase-3/7, clivagem de substratos de caspases, 

clivagem internucleossomal de DNA, e mudança da morfologia celular. 

� A morte celular induzida por manganês pode ser inibida pela superexpressão de 

Bcl-xL. 

� A sensibilidade das diferentes linhagens ao tratamento com manganês é 

diferente e dependente da dose. 

� O manganês não é capaz de interferir no ciclo celular da linhagem Jurkat e HL-

60. 

� O tratamento combinado de doses subtóxicas do manganês com baixas doses de 

quimioterápicos utilizados na clínica não apresenta efeito sinérgico na indução de morte 

celular. 

� Na linhagem HL-60, o tratamento com manganês parece induzir autofagia como 

uma tentativa de salvar a célula da morte. 

�  O manganês é um agente indutor de morte extremamente potente das linhagens 

Caco-2 e C33A. Essa morte induzida pelo manganês não se deve a uma maior sensibilidade 

intrínseca da célula a qualquer tratamento. 
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� A linhagem C33A expressa grandes quantidades de Bax e Bad em comparação 

com a linhagem Du145. 

� A linhagem Du145 expressa níveis maiores de Bcl-xL e cIAP1 do que a 

linhagem C33A. 

� O tratamento da linhagem C33A com manganês leva à diminuição da expressão 

do genes pró-apoptóticos Bak, Bax, Bad e Trail, e aumento da expressão de Bcl-W e DR5. 

� Na linhagem Du145, o manganês induz um aumento na expressão de Bcl-W e 

diminuição na expressão de Noxa e Ciap2. 
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